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(57) Abstract 

Complexes between intemalisation factor-binding factor conjugates and nucleic add which can be absorbed into higher 
eucaiyotic cells via endocytosis contain, in non-covalently bonded form, one or more substances with an affinity for nudeic add 
with the ability to increase the effidency of the absorption of the complexes into the cell. The non-covalently bonded substance 
with an affinity for nucleic acid may be the same as the binding factor, and preferably a polycationic substance. The preferred in- 
temalisation factor is transferrin. Process for producing the complexes and process for introdudng nudeic add into higher eucar- 
yotic cells. Pharmaceutical preparations containing complexes with a therapeutically active nudeic add. 



(57) Znsammenfassong 

Komplexe zwischen Intemalisierungsfaktor-Verbindungsfaktor-Konjugaten und Nukleinsdure, die fiber Endozytose in h&- 
here eukaryotische Zellen aufgenommen werden kdnnen, enthalten in nidit-kovalent gebundener Form eine oder mehrere Nuk- 
leinsaure-affine Substanzen mit der Fahigkeit, die Aufnahmeeffizienz der Komplexe in die ZeUe zu steigem. Die nicht-kovalent 
gebundene Nukleinsaure-afTme Substanz ist gegebenenfalls identisch mit dem Verbindungsfaktor, bevoizugt eine polykadoni- 
sche Substanz. Der Intemalisierungsfaktor ist bevoizugt Transferrin. Verfahren zum Herstellen der Komplexe und Verfahren 
zum EinHlhren von Nukleinsaure in hdhere eukaryotisdie Zellen. Pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend Komplexe mit ei- 
ner therapeutisch wirksamen Nukleinsaure. 
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Neue, liber Endozytose in hfihere eiikaryotlsche Zellen 
aufnehmbare, Niikleinsaure enthaltende Komplexe 

Die Erfindung bezieht sich auf das Einbringen von 
NukleinsSuren Uber Endozytose in h5here eukaroytische 
Zellen mittels Internalislerungsfaktoren. 

NukleinsSuren als therapeutisch wirksame Substanzen 
haben in den letztren Jahren zunehmend an Bedeutung 
gewonnen, z.B. haben sich Antisense RNAs und -DNAs als 
wirksame Mittel fUr die selektive Inhibierung 
bestimmter Genseguenzen erwiesen. Ihre Wirkungsweise 
ermdglich-t ihre Anwendxing als Therapeutika zur 
Blockierung der Expression bestimmter Gene (wie 
deregulierter Onkogene oder viraler Gene) in vivo. Es 
wurde bereits gezeigt, daB kxzrze Antisense- 
Oligonukleotide in Zellen importiert werden und dort 
ihre inhibierende Wirkung austiben k5nnen (Zamecnik et 
al., 1986), wenngleich ihre intrazellulSre 
Konzentration, u.a. wegen ihrer beschrdnkten Aufnahme 
durch die Zellmembran auf Grund der starken negativen 
Ladung der NukleinsSuren, gering ist. 

Ein weiterer Ansatz zur selektiven Inhibieriing von 
Genen besteht in der Anwendung von Ribozymen. Auch hier 
besteht das BedOrfnis, eine mOglichst hohe 
Konzentration von aktiven Ribozymen in der Zelle zu 
gewahrleisten, woftir der Transport in die Zelle einer 
der limitierenden Faktoren ist. 

Bedarf an einem effizienten System fUr das EinfOhren 
von NukleinsSure in lebende Zellen besteht auBerdem im 
Rahmen der Gentherapie. Dabei werden Gene in Zellen 
eingeschleust, \m in vivo die Synthese therapeutisch 
wirksamer Genprodukte zu erzielen. 
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Zimehmend besteh-t Bedarf an Behandlxmgsmethoden, bei 
denen die therapeutisch wirksame DNA (oder auch mRNA) 
wie ein Medikament ( "Gentherapeutikum" ) je nach 
Erfordem±s einmalig Oder wiederholt verabreicht wird. 
~ Beispiele fUr genetisch bedingte Erkrankungen, bei 
denen die Gentrherapie einen erf olgversprechenden Ansatz 
darstellt, sind HSmophilie, beta-ThalassSmie und 
"Severe Combined Immune Def iciency " ( SCID ) , ein Syndrom, 
das durch einen genetisch bedingten Mangel des Enzyms 
Adenosindeaminase hervorgerufen wird. 
AnwendungsmGglichkeiten bestehen weiters bei der 
Immxinregiila-tion, wobei durch Verabreichung 
funktioneller Nukleinsaure, die ftir ein sekretiertes 
Protein- Antigen oder fixr ein nicht-sezemiertes 
Protein- Antigen kodiert, mittels einer Impfung eine 
humorale oder intrazellul&re Immunitat erzielt wird. 
Weitere Beispiele fiir genetische Defekte, bei denen 
eine NukleinsStire, die ftir das defekte Gen kodiert, 
z.B. in individuell auf den Bedarf abgestimmter Form, 
verabreicht werden kann^ sind Muskeldystrophie 
(Dystrophin-Gen), Cystische Fibrose ("Cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator gene"), 
Hypercholesteroiamie ( LDL-Rezeptor-Gen ) . 
Gentherapeutische Behandlungsmethoden sdLnd weiters 
potent iell dann von Bedeutimg, wenn Hormone, 
Wachstumsf aktoren oder cytotoxisch oder 
immunmodulierend wirkende Proteine im Organismus 
synthetisiert werden sollen. 

Es wurden bereits mehrere L5sungen vorgeschlagen, den 
Transport von NukleinsSuren in lebende Zellen, der bei 
deren therapeutischer Anwendung einen der limitierenden 
Faktoren darstellt, zu verbessem. 
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Einer dieser L5sungswege besteht In direkten 
Modifikationen der Nukleins^uren, z.B. durch 
Subsl:ltution der geladenen Phosphodlestergruppen durch 
ungeladene Gruppen. Elne weltere MOgllchkelt der 
dlrekten Modlflkatlon besteht In der Verwendung von 
Nukleosidanalogen. Diese Vorschldge welsen jedoch 
verschledene Nachtelle auf, z.B. gerlngere Blndung an 
das Zielmolektil, gerlngere Hemmwirkung, m&gllche 
Toxizitat. 

Ein altemativer Ansatz zur dlrekten Modlflkatlon der 
Oligonukleotlde besteht darln, das Ollgonukleotld als 
seiches unverSndert zu belassen und mlt elner Gruppe zu 
versehen, die Ihm die angestrebten Eigenschaften 
verlelht, z.B. mlt MolekUlen, die den Transport In die 
Zelle erlelchtem. 

Fur die Gentransformatlon von Sdugetlerzellen In vitro 
slnd verschledene Technlken bekannt, deren 
Anwendbarkelt in vivo jedoch beschrdi^t 1st (dazu 
zdhlen das Elnbrlngen von DNA mlttels Vlren, Llposomen, 
Elektroporatlon, Mlkrolnjektion, Zellfuslon, DEAE- 
Dextran oder die Calclumphosphat- 
PrSzipitationsmethode ) . 

£s wurde daher berelts versucht, ein In vivo 
anwendbares 15sllches System zu entwlckeln, das DNA 
zlelgerlchtet in die Zellen befOrdert (Wu und Wu, 
1987). Dieses System wurde fur Hepatozyten entwlckelt 
und beruht auf dem Prlnzip, Polylysln an ein 
Glykoproteln, auf das ein an der HepatozytenoberflSche 
vorhandener Rezeptor ansprlcht, zu koppeln und 
daraufhln durch Zugabe von DNA einen 15slichen 
Glykoproteln/Polylysln/DNA-Komplex zu bllden, der in 
die Zelle aufgenommen wlrd und nach Aufnahme des 
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Komplexes in die Zelle die Expression der DNA-Sequenz 
enii5glicht. 

Dieses System ist spezifisch far Hepatozyten und wird 
hinsichtlich seiner Funktion durch den relativ 
charakterisierten Aufnahmemechanismus uber den 
Asialoglykoproteinrezeptor definiert. 

Ein breitrer anwendbares, effizientes Transportsystem 
benutzt den Transf errinrezeptor ftlr die Auf nahme von 
NiikleinsSiiren in die Zelle mitrtels Transferrin- 
Polykation-Konjugaten. Dieses System ist Gegenstand der 
EP-Al 0388 758, auf deren Offenbaning hiermit Bezug 
genommen wird. 

Es konnte gezeigt werden, daB mittels dieses Systems in 
die Zelle transportierte DNA e^rimiert wird und daB im 
Falle der Verwendxmg inhibierend wirkender NukleinsSure 
die inhibierende Wirkung durch das Transportsystem 
nicht beeintrSchtigt wird. Auf dieses System wird im 
folgenden mit der Bezeichnxxng "Transferrinfektion" 
Bezug genommen. 

Die Internationale Patentanmeldung WO 91/17773 bezieht 
sich auf ein System f ttr den Transport von NukleinsSuren 
mit spezifischer Wirkung fiir CD4 exprimierende Zellen. 
Dieses System macht Gebrauch von dem vom HIV-Virus 
benutzten Rezeptor, indem die zu importierende 
NukleinsSure mit einero Protein- Polykation-Konjugat 
komplexiert wird, dessen Proteinanteil ein Protein mit 
der Fahigkeit ist, an CD4 zu binden, und CD4 
exprimierende Zellen mit den erhaltenen Protein- 
Polykation/Nukleinsaxire-Komplexen in Berixhrung gebracht 
werden. Es konnte nachgewiesen werden, daB mit Hilfe 
dieses Systems (im folgenden als CD4-Transfektion 
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bezeichnet) in die Zelle transportlerte DNA in der 
Zelle exprimlert wird. 

Diesen beiden £r£indungen gemeinsam ist das Merkmal, 
da£ sie spezifische Zellfunktionen benutzen, urn den 
Import: der Niikleinsdure in die Zelle zu ermdglichen 
Oder zu erleich1:em. 

In beiden Fallen laufen die Aufnahmemechanismen irnter 
Beteiligiing von Faktoren ab, die im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung als "Intemalisierungsfaktioren'' 
bezeichnet werden. Darunter sind Faktoren zu verstehen, 
die, im engeren Oder weiteren Sinn zellt:ypspezifisch, 
gegebenenfalls unter Mitwirkung weiterer Faktoren (z.B. 
Zelloberfl^chenproteinen) , an die Zelloberf IMche binden 
und intemalisiert werden, wobei ihre Intemalisierung 
reversibel oder irreversibel sein kann. Der 
Intemalisierungsfaktor ist mit einer Sustanz 
polykationischen Charakters konjugiert, die aufgrund 
ihrer AffinitSit zu NukleinsSuren zwischen ihr und der 
NukleinsSure eine Verbindung herstellt. (Substanzen mit 
der FShigkeit, eine Bindung zwischen Nukleinsdure und 
dem Intemalisierungsfaktor herzustellen, werden im 
folgenden als "Verbindungsfaktor" bezeichnet. ) 

Im Zuge der beiden der vorliegenden Erfindung 
vorangegangenen Erfindxingen war festgestellt worden, 
daS ein Optimum filr den Import von Nukleins^ure in die 
Zelle erzielt werden konnte, wenn das Verh^lnis 
KonJugat:Nukleinsaure so gew^hlt wurde, dafi die 
Intemalisierungsfaktor-Polykation/NukleinsSure- 
Komplexe weitgehend elektroneutral waren. 

Der vorliegenden Erfindiing lag die Aufgabe zugrunde, 
die Ef fizienz von Systemen zu verbessem, bei denen die 
Aufnahme von NukleinsSuren mittels 
Intemalisierungsfaktoren erfolgt. 
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Um die gestelltre Aufgabe zu Ifisen, wurde die 
Zusammensetziing derjenigen Internalisienmgsfaktor- 
Polykation-Nukleinsaure/Komplexe, die hinslchtllch 
ihrer Auf nahmeef f izlenz die besten Brgebnisse gebracht 
hatten, im Detail imtersuchi:, xm die daraus gewonnenen 
Erkenntnisse fur die Optimieriing des Systems zu nutzen. 

Zunachst wurden verschiedene Trans ferrin-Polykat ion- 
Kon jugate synthetlsiert (abgesehen von der 
Isollerungsvorschrlft im wesentlichen gemSB der in der 
EP-Al 0388 758 beschriebenen Herstellungsvorschrif t) • 
Jedes Konjugat wurde zunSchst in Vorversuchen durch 
Titration auf seine Fahlgkeit untersucht, eln Gen 
(verwendet wurde das Luciferase-Reportergen) in lebende 
Zellen zu import ieren. Dabei wurde festgestellt, daB 
Jeder Konjugat/DNA-Komplex eln eindeutiges Optimum 
hinslchtllch des Konjugat/DNA-Verhaitnlsses aufwies. Es 
wurde beobachtet, daB Transferrin-Polylysln-Konjugate 
(TfpL) mit einem hohen Polylysingehalt beim Transport 
von DNA wesentlich bessere Ergebnisse zeigten als 
Kon jugate mit niedrigerem Polylysingehalt. Fur 
Polylysin 450 (pL 450) wurden vergleichbare Ergebnisse 
wie fur Polylysin 200 (pL 200) erhalten, wobei jedoch 
ab einem bestimmten pL-Gehalt der Kon jugate (Tf/pL 1/1) 
die Aktivitat wieder abnahm. Die besten Ergebnisse 
wurden bei ca. 100 bis 200 positiv geladenen 
Aminosauren pro Transferrin im Konjugat erhalten - 

Eine weitere Versuchsreihe wurde nach dem Prinzip 
durchgefuhrt, bei Bekanntheit des Konjugat/DNA-Optimums 
eine suboptimale Menge des jeweiligen Konjugats zu 
verwenden, dieses mit steigenden Mengen von freiem 
(nicht kovalent gebundenem) Polykation bzw* einer 
Substanz polykationischen Charakters (es wurden 
Polylysine verschiedenen Polymerisationsgrades sowie 
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Protamine unci die Histone HI, H3 und H4 verwendet) zu 
mischen und die erhaltene Mischung einer konstanten 
DNA-Menge zuzufUgen. Die Transfektionseffizienz der 
Komplexe, die bei der stiboptimalen Konjugat-Menge 
betrflchtlich unter dem Trans fektionsoptimum lag, konnte 
durch Zugabe von f reiem Polykation vollst&idig 
wiederhergestellt Oder sogar liber troffen werden. 
Lediglich Spermidin und Spermin, von denen bekannt war, 
daB sie nur bei niedriger lonenstarke DNA kondensieren 
(Tikchonenko et al., 1988), waren nicht in der Lage, 
unter den fUr das Gewebekultursystem physiologischen 
Bedingungen die Expression von ONA zu steigem. 

Im Zuge der im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
durchgefUhrten Versuche wurde welters eine Reihe von 
Transferrin-Protamin-Konjugaten hergestellt und auf 
ihre Fahigkeit zum Transport von Nukleinsaure in 
lebende Zellen untersucht, wobei authentische Oder 
synthetische Protamine verwendet wurden. Die 
unter suchten Konjugate zeigten zwar die Fahigkeit, DNA 
in die Zelle zu transportleren, ihre Effizienz betrug 
jedoch nur ca. 1/10 der Effizienz der Polylysin- 
Konjugate. Mit Hilfe von f reiem Polylysin konnte die 
Effizienz der Protamin-Kon jugate wesentlich gesteigert 
werden. 

Ubereinstimmende Ergebnisse wurden fiir das CD4- 
Transfektionssystem gefunden. Es wurden Versuche mit 
einem gpl20-Polylysin/DNA-Komplex durchgefuhrt, bei 
denen von gpl20-Polylysin-Konjugaten ausgegangen wurde, 
die bei einem Konjugat/DNA-VerhSltnis von 2:1 relativ 
schlechte Ergebnisse gezeigt hatten. Der Zusatz von 
freiem Polylysin resultierte in einer vielfachen 
Zunahme der Expression des importierten Fremdgens in 
CD4 exprimierenden Hela* Zellen. 
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Die erhaltenen Ergebnisse haben zu der Annahme gefiihrt, 
daB der dim Konjugat enthaltene polykationische 
Verbindungsfaktor neben seiner Funktion, die Verbindung 
zwischen NukleinsSure tind Transferrin herzustellen, bei 
der Aufnahme der NukleinsSure in die Zelle bzw. bei der 
Expression eine zusatrzliche Rolle spielt. 

Im AnschlxiB an die Titrationsversuche zur Bes-timmimg 
der optimalen Transferrin/Polykation-Verhaitnisse 
wiirden Untersuchungen zum molekularen Zustand der 
Komplexe, die mil: als optimal ermittelten DNA/Konjugat- 
Verhaitnissen hergestellt worden waren, diirchgefiihrl:. 
Ziel dieser Un-tersuciiungen war es zu prQfen, ob die 
Anderung der Konj ugations- Verbal tnisse die bOhere 
Ordnungsstruktxar der Komplexe beeinfluBt. Zu diesem 
Zweck wuirden Transferrin-Polykation-Plasmid-DNA- 
Komplexe, hergestellt in analoger Weise wie far die 
Transferrinfektion, elektronenmikroskopisch untersucht. 
Die elektronenmikroskopischen Analysen ergaben 
iiberraschenderweise, daB die Plasmid-DNA in Gegenwart 
der Kon jugate zu toroiden Strukturen (ahnlich 
"doughnuts" ) mit einem Durchmesser von ca. 80 - 100 nm 
verdichtet vorliegt, und zwar unabhSngig von der 
elektronenmikroskopischen PrSparationsmethode. Das 
Uberraschende an diesen Ergebnissen war darin gelegen, 
daS die "doughnut "-Strukturen^ erhalten mit denjenigen 
Konjugaten, die sich bei der Transferrinfektion als am 
ef fizientesten herausgestellt batten, mit der Struktur 
von Komplexen swischen DNA und f reiem Polylysin 
ubereinstimmmten, daB also die FShigkeit von Polylysin, 
DNA zu kondensieren, nicht dadurch beeintrSchtigt wird, 
daB es an den Intemalisierungsfaktor gekoppelt 
vorliegt. Aus der Literatxir war die Kondensation von X- 
DNA durch Polylysin bei hoher Salzkonzentration 
(Laemmli, 1975) bzw. durch Spermidin bei sehr niedriger 
lonenstarke (Chattoraj et al,, 1978) bekannt. 
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Im Zuge der Versuche wurde auch festgestellt, daB die 
durch nicht-kovalent gebundenen Verbindungsfaktor 
erzielte Stelgerung der Expression In exnigen FSllen 
offenslchtllch nlcht bzw. nicht ausschlleSlich auf 
dessen kondenslerende Wlrkung, sondem auf andere 
Mechanlsmen zurttckzuftUiren sein dOrfte. Dies wurde Im 
Fall von Hlston H4 festgestellt, das elne betrachtliche 
Stelgerung der Transferrlnfektlonsefflzlenz bewlrkte, 
ohne daS elektronenznlkroskoplsch elne auf H4 
zurtlckzufiihrende Kompaktlerung der DNA beobachtet 
wurde. 

Aus den Ergebnlssen der durchgefiihrten Untersuchungen 
wurde zunSchst abgeleltet, daB wenlgstens zwel 
Voraussetzungen fUr die Efflzlenz des Imports der 
Internallslerungsfaktor-Verblndungsfaktor/NuklelnsSure- 
Komplexe wesentllch slnd: 

a) das Vorhandenseln elner ausrelchenden Menge 

geelgneten Verblndungsfaktors In der Mlschung, um 
die Blndung des NuklelnsSuremolekuls In elner Form 
zu gewahrlelsten, die mil: dessen In-temalislerung 
und Expression nlcht nur kompatlbel 1st, sondern 
diese Vorg&ige offenslchtllch soger erlelchtert. 
Elne verbesserte Intemallslerung 1st, z*B. im 
Falle von Transferrin und freien Polykatlonen, die 
elne Kompaktieriing der DNA bewirken, 
mOglicherweise darauf zurUckzufOhren, daB der 
Durchmesser der kondenslerten "doughnuts" mit der 
Dimension der "coated pits" ilbereinstimmt, durch 
die das an selnen Rezeptor gebundene Transferrin 
internallsiert wlrd und deren Innerer Durchmesser 
ca. 100 nm betrSgt (Darnell et al., 1989). (Die 
Kondensierung der Nukleinsdure bewlrkt 
gegebenenfalls neben der erlelchterten 
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Internallslerung einen Schutiz vor enz3nna't±scheni 
Abbau. ) 

b) Das Vorhandeziseln von Intemallsieningsfaktor In 
einer Form und elner Menge, um den Transport der 
Komplexe (z.B. Im Fall von Transferrin Ober 
Rezeptor«*veniilt1:elte Endozytose) In die Zelle 
au£recht:zuerhalten, wobel die hohe Anzahl von 
Intemallslerungsfalctor-Molekaien pro "doughnut", 
die slch bel Verwendung von Konjugaten erglbt, die 
optlmales KonJugat/DNA-Verhaitnls aufwelsen, nlcht 
erforderllch seln ' dfirf te, im elne efflzlente 
Aufnahme der Komplexe In die Zelle zu ermdgllchen. 

Die Ergebnlsse der durchgef Ohrten Versuche haben zu der 
Annahme gefuhrt, dafi die durch frelen Verblndungfaktor 
bewlrkte Expresslonsstelgerung offenslchtllch nlcht 
Oder nlcht ausschlleBllch auf DNA-Kompaktlerting 
zuruckzuftihren seln muS, sondem gegebenenfalls 
zusatzlich auf elne Schutzwlrkung f Or die DNA und damlt 
elne Inhlblerung des DNA*Abbaus In der Zelle iind/oder 
auf elne positive Beelnflussung der Exponlerung der 
Nuklelnsaure gegenuber der Expresslonsmaschlnerle. 

Die Erflndung geht somlt von der Beobachtung aus, daB 
bel Verwendung von Intemallslerungsfaktor-Polykatlon- 
Konjugaten eln Tell der Kon jugate durch nlcht kovalent- 
gebundene Polykatlonen (bzw. Substanzen 
polykatlonlschen Charakters) ersetzt werden kann, 
sofem nach Ersatz elnes Tells der Konjugate durch 
frele Niiklelns^ure-blndende Substanz noch Konjugat In 
ausrelchender Menge und In elner Form vorhanden ist, um 
das Funktlonleren des durch den Intemallslerungsf aktor 
vermlttelten Aufnahmemechanlsmus zu gewShrlelsten, 
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Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung mlt 
Transferrin-Polykatlon-Konjugaten iind Plasmid-DNA 
durchgeftihrten Versuche haben ergeben, daB 10 bis 20 
Transferxinmolekaie pro DNA-MolekOl erforderlich slnd^ 
um den Gen-Transporl: in die Zelle aufrechtzuerhalten. 
Wenn aufgrtind des Ersatzes der Kon Jugate durch freles 
Polykatlon dlese Zalil unterschrltten wurde, sank die 
Menge an Import lerter DNA drastlsch, und zwar auf 
Werte, die typlsch slnd fur relne Kationen- 
Importsysteme (Farber et al., 1975). 

Ohne auf dlese Theorle festgelegt seln zu wollen, 
kOnnte es, z.B. Im Fall von Transferrin entscheldend 
seln, dafl die Transferrln-MolekOle nlcht nur In 
ausrelchender bzw. optlmaler Anzahl vorhanden slnd, 
sondem daB dlese Molekille auch fUr den Rezeptor 
zugSnglich slnd, d.h, dem Rezeptor In geelgneter Welse 
prasentiert warden, um den Ablauf der Rezeptor- 
vermittelten Endozytose zu gewdhrlelsten. 

Es wurde ttberraschend festgestellt, daB die Menge der 
In die Zelle aufgenommenen Nuklelns^ure-Menge nlcht 
verringert wlrd, wenn eln Tell der Transferrln- 
Polykatlon-Kon Jugate durch nlcht-kovalent gebundenes 
Polykatlon ersetzt wlrd; In bestimmten Fallen konnte 
sogar eine betrachtllche Stelgerung der DNA-Aufnahme 
erreicht werden. Die mlt CD4 blndenden Proteinen als 
Intemallslerungsfaktor durchgefiihrten Versuche 
brachten Shnllche Ergebnlsse. 

Im folgenden werden die In den Komplexen In nlcht- 
kovalent gebundener Form enthaltenen Substanzen, die 
aufgrund Ihrer FShlgkelt, NuklelnsSure zu blnden, die 
Effizlenz der durch die Konjugate erzlelten 
Internallslerung und/oder Expression zu stelgem 
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verm5gen, als "NukleinsSure bindende" cxier 
"Niikleinsaure-affine" Substanzen bezexchnet. 

Welters wurde festgestellt, daB der Zusatz freler 
NiikleinsSiire-af finer Substanz(en) auch bei Anwendung 
anderer Verbindxingsfaktoren elne Steigerung der 
Effizienz des Importsys terns bewirlct. 

Entsprechende Versuche wurden mit dem interkalierenden 
Agens Ethidiixmdimer als Verbindungsfaktor durchgefiihrt, 
wobei Transferrin-Ethidiumdimer-Kon jugate eingesetzt 
wurden. Es konnte auch in diesem System eine Steigerung 
der Expression der mittels der Kon jugate in die Zelle 
eingebrachten DNA nachgewiesen werden, wenn die 
DNA/Konjugat-Komplexe freles Polykation enthielten. 

Die Erfindung betrif ft somit neue, mittels 
Intemalisierungsfaktor (iber Endozytose in h5here 
eukaryotische Zellen aufnehmbare Komplexe^ enthaltend 
Nukleinsaure, komplexiert mit einem 

Internalisierungsf aktor-Verbindiingsf aktor-Kon j ugat . Die 
Komplexe sind dadurch gekennzeichnet^ daB sie 
zusatzlich eine Oder mehrere NukleinsSure-af fine 
Substanzen, die gegebenenf alls identisch sind mit dem 
Verbindungsfaktor, in nicht-kovalent gebundener Form 
derart enthalten, daB die durch das Kon j ugat erzielte 
Internal isierung xmd/oder Expression der Nukleinsaure 
gesteigert wird- 

Die Erfindung betrif ft in einem weiteren Aspekt ein 
Verf ahren zum Einbringen von Nukleinsaure in Mhere 
exikaryotische Zellen mittels Intemalisierungsfaktoren, 
bei dem die Zellen mit den erf indungsgemaBen Komplexen 
in Beriihrung gebracht werden. 
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Mlt Hllfe der vorllegenden Erflndung wird bei ziimlndest 
glelcher Transfektlons/Expresslons-Effizlenz eine 
gerlngere Menge, bezogen auf die In die Zelle zu 
Importlerende Nuklelns^ure-Menge, 
Intemallslerungsfaktor-Verbindungsfaktor-Konjugat 
benOtlgt, was elnerselts elnen gerlngeren Syn'these- 
Aufwand bedeutet. Elne gerlngere Konjugatmenge kann 
andererselts dann von Vortell seln, weim der Ef fekt 
vermleden werden soil, daB durch elne gr5Bere Anzahl 
von Intemalislerungsfaktor-Molekulen Innerhalb elnes 
Komplexes glelch mehrere benachbarte "Andock-Stellen" 
(z.B. Rezeptoren) besetzt werden und In der Folge fiir 
weltere Komplexe nlcht mehr verfUgbar sein kOnnen. Die 
Anzahl der In den Komplexen enthaltenen Menge an 
Intemallslertingsf aktor ' auf das erf orderllche Minimum 
zu beschrdnken, d.h. die Konjugatmenge mOgllchst gerlng 
zu halten und mlt f reler NuklelnsSure-af finer Substanz 
zu verdiinnen, ist Insbesondere auch dann von Vortell, 
wenn die Zahl von Rezeptoren auf den zu behandelnden 
Zlelzellen gerlng 1st. 

Mlt Hllfe der vorllegenden Erflndung kann die 
Lelstungsfahlgkelt von Konjugaten, die fOr slch wenlger 
efflzlent slnd, betrachtllch erhOht werden und die 
Lelstungsfahlgkelt von an slch schon sehr ef f Izlenten 
Konjugaten noch welter gestelgert werden. 

Hlnslchtllch der qualltatlven Zusammensetzung der 
erf IndungsgemaBen Komplexe werden Im allgemelnen 
zunachst die In die Zelle zu Importlerende Nuklelnsdure 
und der Intemallslerungsfaktor festgelegt. Die 
NuklelnsSure wlrd vor allem durch den In der Zelle zu 
erzlelenden blologlschen Effekt deflnlert, z.B. durch 
die Zlelseguenz des zu Inhlblerenden Oder - Im Falle 
der Anwendung Im Rahmen der Gentheraple - des zur 
Expression zu brlngenden Gens bzw. Genabschnitts, 
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z.B. zwecks Substi-tution eines defekten Gens. 
Gegebenenfalls ist die NuklelnsSure mod±fiziert, 
bedingt z.B* dxxrch eine fOr den Jewelligen 
Anwendungsfall erf order liche Stafailitat. Bel den in die 
Zelle zu transportierenden Nukleinsauren kaim es sich 
vm DNAs Oder RNAs handeln, wobei hinsichiaich der 
Nukleotidsequenz kelne BeschranJcungen bestehen. 
Modifikationen kSnnen z.B. in der Substitution der 
Phosphodiestergruppe durch Phosphorothioate oder in der 
Verwendung von Nukleosidanalogen bestehen (Zon, 1988). 
Als therapeutisch wirksame inhdLbierende NukleinsSuren 
sind vor allem diejenigen von Interesse, die zum Zweck 
der Inhibierung spezifischer Gensequenzen in die Zelle 
transportiert werden sollen. Dazu zShlen Antisense- 
Oligonukleotide und Ribozyme, gegebenenfalls zusammen 
mit einer Carrier-Nukleinsaure (bzw. Genkonstrukte, von 
denen Antisense-RNA oder Ribozyme transkribiert 
werden ) - 

Der Intemalisierungsfaktor wird vor allem durch die 
Zielzellen definiert, z.B. durch bestimmte 
Oberflachenantigene oder Rezeptoren, die fiir einen 
Zelltyp spezifisch sind und somit einen gerichteten 
Import der Nukleinsaure in diesen Zelltyp ermOglichen. 

Ausgehend von der Festlegung von NukleinsSure und 
Intemalisierungsfaktor wird der Verbindungsfaktor auf 
diese Parameter abgestimmt, wobei die Gr5Be der 
NukleinsSure, vor allem im Hinblick auf eine 
weitgehende Neutralisierung der negativen Ladungen, 
eine wesentliche Rolle spielt. 

Fur die Wahl der in den Komplexen enthaltenen nicht- 
kovalent gebundenen NtdcleinsSxire-affinen Substanz(en) 
ist entscheidend^ da6 durch ihren Zusatz gegentlber der 
durch die Konjugate erzielbaren 
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Internalisierung/EKpression der Nukleinsaure eine 
Stelgerung bewirkt wird. 

Ebenso wie die qualitative Zusammensetzung richtet sich 
auch die quantitative Zusammensetzung der Komplexe nach 
mehreren Kriterien, die mlteinander in funktionellem 
Zusammenhang stehen, z.B. ob und in welchem AusmaB es 
erforderlich oder erwOnscht ist, die NukleinsSure zu 
kondensieren, welche Ladung der Gesamtkomplex aufweisen 
soli, in welchem Ausmafi Bindungs- und 
Intemalisierungsfahigkeit fttr den Jeweiligen Zelltyp 
gegeben ist und in welchem Ausmafi deren Stelgerung 
erwtinscht bzw. erforderlich ist. Weitere Parameter fUr 
die Zusammensetzung des Komplexes sind die 
Zuganglichkeit des Intemalisierungsfaktors fUr den 
Rezeptor, wobei dafur die Art maBgeblich ist, wie 
dieser innerhalb des Komplexes der Zelle gegentiber 
prasentiert wird. Wesentlich ist welters die 
Zuganglichkeit der NukleinsSure in der Zelle, um deren 
bestimmungsgem^e Funktion auszuuben. 

Unter Intemalisierungsf aktor sind im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung Liganden oder Fragmente davon zu 
verstehen, die nach Bindiing an die Zelle Ober 
Endozytose, vorzugsweise Rezeptor-vermittelte 
Endozytose, intemalisiert werden, oder Faktoren, deren 
Bindung/Internalisierung Ober Fusion mit 
Zellmembranelementen erfolgt. 

Zu grundsatzlich geeigneten Intemalisierungsfaktoren 
zahlen die Liganden Transferrin, Conalbumin; 
Asialoglykoproteine (wie Asialotransferrin, 
Asialorosomucoid oder Asialof etuin ) bzw. Substanzen, 
die Galaktose enthalten und tiber den 
Asialoglykoproteinrezeptor intemalisiert werden; 
Lipoproteine, die liber Rezeptoren in die Zelle 



wo 92/13570 



PCr/EP92/00217 



16 

aufgenommen warden (apo BIOO/LDL); virale Proteine wie 
das HlV-Protein gpl20; AntikGrper gegen 
Oberfiachenantigene, z.B. anti-CD4, anti-CD?; Zyt:ok±ne 
wie lnterleukin-1, TNF; Faktoren wd Wachs-tumsfak-toren 
wie Insulin, EGF; entwaffnete Toxine. Die Liganden 
kOnnen natiirlichen Oder synthetischen Ursprungs sowie 
gegebenenfalls modifizierl: sein« 

Wesen-tlich fQr die Eignxing solcher Faktoren im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung ist, 

a) daB sie vom spezifischen Zelltyp, in den die 
Nukleins^iire eingebracht werden soil, 
intemalisiert werden kOnnen und ilire 
Intemalisierungsfahigkeit nicht Oder nicht 
wesentlich beeintrachtigt wird, wenn sie mit dem 
Verbindungsfaktor konjugiert werden, und 

b) daB sie im Rahmen dieser Eigenschaft in der Lage 
sind, NukleinsSure auf dem von ihnen benutzten Weg 
in die Zelle "huckepack" mitzunehmen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignete 
Verbindungsfaktoren sind z.B. homologe Polykationen wie 
Polylysin, Polyarginin, Polyomithin oder heterologe 
Polykationen mit zwei oder mehr unterschiedlichen 
positiv geladenen AminosSuren, wobei diese Polykationen 
verschiedene KettenlSnge aufweisen kdnnen, welters 
nichtpeptidische synthetische Polykationen wie 
Polyethylenimin. Geeignete Verbindxingsfaktoren sind 
welters natxirliche DNA bindende Proteine 
polykationischen Charakters wie Histone oder Protamine 
bzw. Analoge oder Fragmente davon. Weitere geeignete 
Verbindungsfaktoren sind interkalierende Substanzen wie 
Ethidiumdimere, Acridin oder interkalierende Peptide, 
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enthaltend Tryptophan und/oder Tyrosin und/oder 
Phenylalanin. 

Die in nicht-kovalent gebundener Form in den Komplexen 
enthaltenen NukleinsMure-bindenden Substanzen k5nnen 
gleich Oder verschieden sein von den 
Verbindungsfaktoren. Ein wesentllches Kri1:erium fOr 
deren Auswahl ist die GrOBe der Nukleins^ure, 
insbesondere im Hinblick auf deren Kondensierung; bei 
kleineren NukleinsMure-Molekiilen ist im allgemeinen 
eine Koropaktierung nicht erforderlich. Die Auswahl der 
NukleinsSure-af finen Substanzen nach Art und Menge wird 
auBerdem auf das Konjugat abgestimmt^ wobei vor allem 
der im Konjugat enthaltene Verbindungsfaktor zu 
berucksichtigen ist: ist der Verbindungsfaktor z.B eine 
Substanz, die keine Oder n\xr gerlnge Ffihigkeit zur DNA- 
Kondensation aufweist, ist es im Hinblick auf eine 
effiziente Internal isierung der Koroplexe im allgemeinen 
zweckmSBig, solche DNA-affine Substanzen einzusetzen, 
die diese Eigenschaft in starker ausgepr^gtem MaB 
besitzen* Ist der Verbindxingsfaktor selbst eine 
Nukleins^ure kondensierende Substanz und wird bereits 
durch ihn eine im Hinblick auf effiziente 
Intemalisierung ausreichende Kompaktieriing der 
NukleinsMure bewirkt, wird zweckm^igerweise eine 
Nukleinsaure-af f ine Substanz verwendet, die aufgrund 
anderer Mechanismen eine Steigerung der Expression 
bewirkt . 

Zu den im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeigneten 
nicht-kovalent gebundenen NukleinsSure-affinen 
Substanzen z^hlen Verbindungen mit der FShigkeit, 
NukleinsSure zu kondensieren und/oder diese vor 
unerwiinschtem Abbau in der Zelle zu schutzen, 
insbesondere die bereits angefiihrten Substanzen 
polykationischen Charakters. Eine weitere Gruppe 
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geelgneter Substanzen sind solche, die dxirch Bindung an 
die NukleinsSure eine Verbesserung deren 
Transkription/Expression bewirken, indem sie die 
Zuganglichkeit der Nukleinsaxire f tir die 
Expressionsmaschinerie der Zelle verbessem. Bin 
Beispiel far eine solche Siibstanz ist das chromosomale 
Nicht-Histon-Protein HMGI, von dem festgestellt wurde, 
daB es die Fahigkeit aufweist, DNA zu kompaktieren und 
in der Zelle zur Expression zu bringen, wobei 
angenommen wird, daB eine Aktivierung der DNA fur die 
Transkription statrtfindet (BOttger et al., 1988). 

Die Verbindungsf aktoren und/oder die nicht-kovalent 
gebundenen NukleinsSure-af f inen Substanzen sind 
gegebenenfalls modifiziert. Die Mddifizierung kann 
bestehen in lipophilen Gruppierungen, z.B, 
Kohlenwasserstof fgruppierungen mit Shnlichkeit zu 
naturlichen Lipiden (z.B. Felrtsauren, caiolesterin), die 
geeignet sind, die Affinitat der 

Internalisierungsfaktor/Verbindungsfaktor-Nukleinsaure- 
Komplexe zur Zellmembran zur erhOhen. 

Eine weitere Moglichkeit zur Modifikation besteht in 
hydrophilen Gruppierungen, die geeignet sind, die 
Spezifizat der Komplexe fQr die Zielzellen zu erhShen, 
indem durch solche Gruppierungen verhindert wird, daB 
die Komplexe zu anderen Zellen, die Affinitat zu 
lipophilen Gruppierungen aufweisen, fehlgeleitet 
werden- Beispiele fUr solche Gruppierungen sind Zucker, 
wie Laktose, Maltose, Galaktose, sowie 
Polyethylenglykol . 

Bei der Bestimmung des molaren Verhaitnisses 
Intemalisierungsfaktor/Verbindungsfaktor innerhalb der 
Kon jugate ist zu berucksichtigen, dafl Komplexierung der 
Nukleinsaure(n) stattfindet und gewShrleistet ist, daB 
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der gebildete Komplex an die Zelle gebunden und In die 
Zelle bef&rdert wird. Die Konjugate k5nnen durch 
einfach durchzufOhrende Vorversuche, in denen Konjugate 
unterschiedlicher Zusammensetziing auf ihre Effizienz 
untersucht werden, definiert warden. „ _ 

Das Jeweils gew^lte Verbal tnis richtet sich vor allem 
nach der Gr5Be des Polykatlonmolektils sowie nach der 
Anzahl und Verteilung der positiv geladenen 
Gruppierungen, Kriterien, die auf Gr5fie, Struklnir sowie 
allenfalls vorhandene Modifikationen der zu 
transportierenden Nukleinsaure(n) abgestimmt: werden. 

Nach Konstruktion und Synthese der Konjugatie und der 
Bestimmung des fUr die Effizienz der Trans ferrinfekt ion 
optimalen Verbal tnisses Konjugat:DNA kann mit Hilfe von 
Titrationen die Menge des Konjugat-Anteils best:immt 
werden, der durch freie NukleinsSure-af fine Substanz 
ersetzbar ist. Im Falle der Verwendung von Polykalrionen 
sowohl als Verbindungsfaktor als auch als freie 
NukleinsMure-af fine Substanz k5nnen die Polykationen 
gleich oder verschieden sein. 

Die erf indungsgemafien Komplexe kOnnen hergestellt 
werden, indem die Komponenten Nukleinsaure, 
Intemalisierungsf aktor/Verbindungsf aktor-Konj ugat: und 
freie Nukleinsaure-affine Substanz, die jeweils in Form 
verdtinnter LOsungen vorliegen, gemischt werden, Im 
Falle der Verwendung von Polykationen als 
Verbindungsfaktor und gleichzeitig als freie 
Nukleinsaure-af f ine Substanz ist es im allgemeinen 
zweckmaSig, zuerst eine Mischung von Konjugaten mit 
freien Polykationen herzustellen und diese Mischung mit 
DNA zu vereinigen. Dabei wird das optimale Verhaitnis 
von DNA zur jeweiligen Konjugat-Polykationenmischung 
durch Titrationsexperimente, d.h, in einer Reihe von 
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Transfektionsexperimenten mit konstanter DNA-Menge und 
zunehmender Menge an Konjugat-Polykatd^onenmischung, 
bestimmt. Das optimale Verhaitnis von Konjugat : 
Polykationen in der Mischung ergibt sich aus der 
Anwendung bzw. aus dem Vergleich der Optima der in den 
Titrrationsexperimenten eingesetzten Mischungen. 

Die Herstellung der DNA-Komplexe kann bei 
physiologischen Salzkonzentrationen erfolgen, Eine 
weitere MOglichkeit: besteht aber auch ixn Einsatz hoher 
Salzkonzentrationen (etwa 2M NaCl) und anschlieBende 
Einstellung auf physiologische Bedingungen durch 
langsames Verdunnen bzw- Dialyse, 

Die for die spezielle Ausfuhrungsform der Erf indung 
jeweils am besten geeignete Reihenfolge fUr die 
Mischung der Komponenten Nukleinsfiure, Konjugat, nicht- 
kovalent gebundene freie NukleinsSure-af fine Substanz 
wird im einzelnen in Vorversuchen bestimmt. Fallweise 
kann es sich als zweckmSBig erweisen, zuerst die 
Nukleinsaure mit dem Konjugat zu komplexieren xind erst 
dann die freie NukleinsSiure-af fine Substanz^ z.B. das 
Polykation zuzufugen, z.B. im Fall von Transferrin- 
Ethidiumdimer-Konjugaten und Polylysin. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung ist der 
Intemalisierungsfaktor Transferrin und der 
Verbindxingsfaktor ein Polykation. Die Aufnahme der 
Nukleinsaure erfolgt in Form von KompleKen, in denen 
Transferrin-Polykation-Kon jugate mit NukleinsSure 
komplexiert sind, wobei als freie NukleinsSLure-affine 
Substanz Polykation in nicht kovalent gebundener Form 
in den Komplexen enthalten ist und das freie Polykation 
gleich Oder verschieden ist von dem im Konjugat 
enthaltenen Polykation. 
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Unter ••Transferrin" sind sowohl die natiirlichen 
Transferrine zu verstehen als auch diejenigen 
Transferrin-Modif ikationen, die vom Rezeptor gebunden 
und in die Zelle transportiert werden. 

Bei der Bestimmung des molaren Verhai-tnisses 
Transferrin :Polykation innerhalb der Konjugate ist zu 
berticksichtigen, daB Komplexierung der Nukleinsaure(n) 
stattfindet und gewShrleistet ist, dafl der gebildete 
Komplex durch den Transferrinrezeptor gebunden und in 
die Zelle befOrdert wird, was durch einfach 
durchzuftthrende Versuche von Fall zu Fall tiberprUft 
werden kann. 

Als kationische Substanzen innerhalb der Konjugate 
kOnnen folgende Verbindungen verwendet werden: 

a) Protamine: Diese kOnnen naturlichen Ursprungs Oder 
auf rekombinantem Weg hergestellt sein, wobei 
Mehrfachkopien hergestellt bzw. Modif ikationen 
hinsichtlich Molekaigr5Be und Aminosdureseguenz 
vorgenonunen werden k5nnen. Entsprechende 
Verbindungen konnen auch chemisch synthetisiert 
werden, Bei der Synthese eines kiinstlichen Protamins 
kann z.B. so vorgegangen werden, daB 
AminosSurereste, die beim natixrlichen Protamin 
Funktionen haben, die fur die Transport funkt ion 
unerwiinscht sind (z.B. Kondensation von DNA zu 
grGBeren Aggregaten) durch geeignete andere 
Aminosauren ersetzt werden und/oder an einem Ende 
eine AminosSure (z.B. Cystein) vorgesehen wird, die 
die gezielte Konjugation mit Transferrin ermttglicht, 

b) Histone: Es kOnnen naturliche und synthetische 

Histone bzw. Fragmente davon verwendet werden, wobei 



wo 92/13570 



PCr/EP92/00217 



22 

bezGglich der Herstellung und der Modlfika-tionen 
grundsatzlich das fiir Protamine Gesagte gilt:. 

c) Synthetische Polypeptide, wie homologe Polypeptide 
(Polylysin, Polyarginin) Oder heterologe Polypeptide 
(bestehend aus zwei Oder mehr Vertretem positiv 
geladener Aminos^uren) • 

d) Nichtpeptische Polykatlonen wie Polyethylenimine. 

Die Gr5Be der Polykationen richtet sich in erster Linie 
nach der zu transportierenden NukleinsSure. 

Die Transferrin-Polykation-Konjugate kOnnen auf 
chemischem Oder, falls das Polykation ein Polypeptid 
ist, auf rekombinantem Weg hergestellt werden. 

Die Kopplung auf chemischem Weg kann in fur die 
Kopplung von Peptiden an sich bekannter Weise erfolgen, 
wobei, falls erforderlich, die Einzelkomponenten vor 
der Kopplungsreaktion mit Linkersiibstanzen versehen 
werden (diese MaBnahme ist dann erforderlich, wenn von 
vomherein keine fiir die Kopplung geeignete 
funktionelle Gruppe, z.B. eine Mercapto- oder 
Alkoholgruppe, verftigbar ist. Bei den Linkerstibstanzen 
handelt es sich um bifunktionelle Verbindtingen, die 
zunSchst mit fxinktionellen Gruppen der 
Einzelkomponenten zur Reaktion gebracht werden, worauf 
die Kopplung der modif izierten Einzelkomponenten 
dxirchgefiihrt wird, 

Je nach gewunschten Eigenschaften der Konjugate, 
insbesondere im Hinblick auf deren Stabilitat, kann die 
Kopplung erfolgen uber 
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a) DisulfldbrOcken, die imter reduzlerenden Bedlngiingen 
wieder gespalten werden kOnnen (z.B. bex Verwendung 
von Succinimidylpyridyldlthiopropionat (Jung et al., 
1981). 

b) Unter biologischen Bedlngungen weitgehend stabile 
Verblndungen (z.B. Thloether durch Reaktlon von 
Maleimldo-Llnkern mit Sulfhydrylgruppen des an die 
zwelte Komponente gebxindenen Linkers). 

c) Unter biologischen Bedlngungen labile BrUcken, z.B. 
Esterblndungen, oder unter schwach sauren 
Bedlngungen Instablle Acetal- Oder Ketalbindungen. 

Die Herstellung der Kon jugate auf rekomblnantem Weg 
bietet den Vortell, genau deflnlerte, elnheltllche 
Verblndungen erhalten zu kOnnen, wahrend bel der 
chemlschen Kopplxing Konjugat-Gemlsche entstehen, die 
aufgetrennt werden mussen. Fur die Herstellung auf 
rekomblnantem Weg kommen vor allem Protamln- und 
Hlston-Kon jugate In Betracht. 

Die rekomblnante Herstellung der Kon jugate 1st nach fur 
die Herstellung von chlmaren Polypeptlden bekannten 
Methoden durchfiihrbar. Dabel k5nnen die 
polykatlonischen Peptide hlnslchtllch Ihrer GrOBe und 
Amlnosauresequenz varllert werden. Die 
gentechnologlsche Herstellung bietet auch den Vortell, 
den Transferrin- Antell des Konjugats modlflzleren zu 
konnen, indem z.B. durch geelgnete Mutationen die 
Bindungsfahigkeit an den Rezeptor gesteigert werden 
kann oder indem der Transferrlnantell auf den fiir die 
Bindung an den Rezeptor maBgebllchen Tell des Molekuls 
verkurzt wird. 
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Wenn der Internalisierungsfaktor ein Glykoproteln ist, 
z.B. Transferrin, kann er mit dem Verbindungsfaktor 
Ober eine Oder mehrere Kdhlenhydratketten des 
Glykoproteins m±-te±nander verbunden sein. 

Solche Kon jugate haben den Vorteil, daB sie frei von 
Modifikatxonen sind, die von den verwendeten 
Linkersubstanzen stanunen. Diese Kon jugate weisen im 
Falle von Glykoproteinen, die nur eine oder wenige far 
die Kopplung geeignete Kohlenhydratgruppen aufweisen, 
z.B. Transferrin, auBerdem den Vorteil auf , daB sie 
hinsichtlich ihrer Bindungsstelle 

Glykoprotein/Verbindungsfaktor exakt definiert sind. 

Eine geeignete Methode zur Herstellung von 
Glykoprotein-Polykation-Konjugaten ist in der deutschen 
Patentanmeldung P 41 15 038.4 geoffenbart; sie wurde 
von Wagner et al., 1991, beschrieben. 

Die vorliegende Erfindung bietet u.a. den Vorteil, die 
Effizienz von Trans ferrin-Protamin-Konjugaten, die zwar 
fur sich weniger leistungsfaiiig als Polylysin- 
Konjugate, jedoch auf rekombinantem Weg unter Erzielung 
von Konjugaten definierter Zusammensetzung relativ 
einfach herstellbar sind, zu steigem. 
Bezuglich der verwendbaren Trans ferrin-Polyka tion- 
Kon jugate bzw. der Komplexe mit DNA sowie deren 
Herstellung im einzelnen wird auf die Offenbarung der 
EP-Al 0388 758 Bezug genommen. 

Die obigen Angaben zeigen anhand von Transferrin- 
Komplexen mogliche Ausfiihrungsfonnen der Erfindung, 
sind jedoch ausdrttcklicdi nicht auf Transferrin-Komplexe 
beschr&nkt. 
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Filr die Bestimmung geeigneter Transfektionsbedingungen 
wird - beisplelhaft lllustriert anhand der Verwendung 
von Transferrln-Polykatlon-Konjugaten - 
zweckmSBlgerweise wie folgt vorgegangen: 
Ausgehend von elner durch die Anwendung (Transfer von 
Genen oder Genabschnitten, Inhlblerung von 
Zellfunktionen durch Antisense-Ollgonukleo'tlde, etc. ) 
definlerten. In die Zelle zu transportierenden 
NukleinsSixre werden Transferrin-Polykation-Kon jugate 
synthetisiert, die mit der Nukleinsdure komplexiert und 
iiber den Trans f err in-Rezeptor in die Zelle aufgenommen 
werden k6nnen. In dem Jeweiligen Zellsystem, in dem die 
Transfektion erfolgen soli, werden zun^chst die 
geeigneten Transfektionsbedlngtmgen gew^hlt, 
insbesondere im Hinblick auf die zu transf izierenden 
Zellen bzw. deren Zustand, z.B. Bedingungen, die eine 
Erh5hung der Transferrin-Rezeptorzahl bewirken und/oder 
den Abbau der NukleinsSure in Zellorganellen, 
insbesondere Lysosomen, inhibieren. 

Dabei ist nicht entscheidend, ob die Erh£3hiing der 
Aufnahme von Transferrin-Polykation/Nukleinsaure- 
Komplexen ausschlieBlich auf die ErhOhung der 
Transferrin-Rezeptor-Anzahl mittels direkter oder 
indirekter Einwirkung auf den Rezeptor (Steigerung der 
Rezeptor-Synthese, z.B durch Steigerung der 
Transkriptionsrate, Inhibierung des mRNA-Abbaus oder 
erhOhte Tranlationsrate der mRNA, Verminderung des 
Rezeptorabbaus Oder Kombinationen solcher Mechanismen) 
zuriickzufUhren ist. Es kdnnen an diesem Effekt noch 
andere Mechanismen, z.B eine Erhdhung der Affinitat von 
Transferrin an seinen Rezeptor und/oder eine ErhOhung 
der Recyclingrate des Transferrin-Rezeptors und/oder 
die Inhibierung der Kompetition von nativem Transferrin 
mit den Transferrin-Polykation/Nukleins&ure-Komplexen 
urn die Bindung an den Transf errin-Rezeptor, beteiligt 
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sedLn- Entscheidend ist, daB die Bedingxingen, denen die 
Zellen ausgesetzt werden^ in einer ErhShting der 
Aufnahme der Transferrin-Polykation-Nukleinsaure- 
Komplexe resultieren. Unter der Definition 
"Bedingungen, die eine ErhOhung der Transferrin- 
Rezeptor-Anzahl bewirken" sind somit auch Bedingungen 
mitumfaBt:, die eine Steigerung der Effizienz der 
Transferrinfektion aufgrund der oben angefOhrten 
Mechanismen bewdLrken. 

Geeignete Bedingungen, denen die Zeilen aixsgesetzt 
werden, xim die Transferrin-Rezeptormenge zu erbOhen, 
bes-tehen z-B. darin, die Zelle mit Substaiizen in 
Bertihrxing zu bringen, die geeignet sind, die 
HSmkonzentration im Inneren der Zelle zu senken. 

Dabei handelt es sich bevorzugt urn Substanzen, die eine 
Verringerung der Hamkonzentration in der Zelle 
bewirken, indem sie 

a) die Protoporphyrin iX-Biosynthese hemmen 

b) die Hambildxmg verhindem 

c) den Hamabbau fordem. 

Zu den Substanzen der Gruppe a) zmilt Succinylaceton, 
wobei die Erhohung der Transferrin-Rezeptorzahl 
wahrscbeinlicb auf die Inhibierung der Protoporphyrin 
IX-Biosynthese zizrUckzuftihren ist. 

Zu den Substanzen der Gruppe b) zShlen diejenigen, die 
einen Eisenmangel in der Zelle induzieren, z^B.der 
Eisenchelatbildner Desferrioxamin, der verniutlich eine 
Erhohung der Transferrin-Rezeptorzahl bewirkt, weil die 
Umwandlung von Protoporphyrin IX in H&n verhindert 
wird. Grundsatzlich sind all die Substanzen, 
insbesondere Eisenchelatbildner, die in die Zelle 
aufgenommen werden kOnnen und die fur Desferrioxamin 
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festgestellte Wirkung auf die fUr die Hambildimg 
verfiigbare Eisenmenge haben, zur ErhOhung der 
Trcinsferrinrezeptorzahl geeignet. 

Der angeftihrten Substanzgruppe kommt fiir die Anwendung 
von Trans ferrin-Komplexen im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung waiters insofem Bedeutung zu, als sie 
of fensichtlich geeignet sind, die Kompetition von 
nativem Transferrin mit den Transferrin- 
Polykation/Nukleinsdure-Komplexen \m die Bindting an den 
Rezeptor aufzuheben. Durch die Vorbehandlimg von Zellen 
- in vivo Oder in vitro - mit solchen Substanzen kann 
das nicht Transferrin-gebundene Eisen entfemt werden, 
womit kein Eisen mehr fur das aus der Zelle 
ausgeschleuste Transferrin verftigbar ist und dieses 
somit als Apo transferrin nicht mit den Transferrin- 
Polykation/NukleinsSure-Komplexen um die Bindung an den 
Trans f err in-Rezeptor konkxirr iert . Durch die Entfemung 
von freiem Eisen kann andererseits eine Senkimg der 
Transferrin-Rezeptorzahl durch Anwesenheit von freiem 
Eisen verhindert werden. 

Zur Gruppe c) zahlen Substanzen^ die den H&nabbau 
induzieren bzw. stimulieren, worauf die Zelle ebenfalls 
durch Erh5hung der Transferrin-Rezeptor-Konzentration 
bzw. der AffinitSt von Transferrin zu seinem Rezeptor 
bzw, der Rezeptor-Recycling-Rate. 

(Es wurde festgestellt, daB mit Hilfe dieser Substanzen 
die Aufnahme von DNA in die Zelle verbessert werden 
kann, wobei Kombinationen von Substanzen der Gruppen a) 
bis c) einen additiven Effekt^ bestimmt aber die 
Aktivitat des exprimierten Reportergens , aufwiesen. ) 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kann es welters 
zweckm^Big sein, Bedingungen zu schaffen, unter denen 
der Abbau der NukleinsSure in der Zelle inhibiert wird. 
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Solche Bedingungen kOnnen durch Zusatz sog- 
lysosomalrroper Substanzen geschaffen werden. Von diesen 
Substanzen ist bekannt, daB sie die Aktivitat von 
Proteasen iind Nukleasen in Lysosomen hemmen und somit 
den Abbau von Nukleinsauren verhindem kOnnen, wobei 
durch die Definition der Eigenschaf ten lysosomatroper 
Substanzen auch deren potentielle Fahigkeit 
miteingesciilossen ist, die Freisetzung von Nukleinsaure 
aus Zellorganellmembranen innerhalb der Zelle zu 
ennoglichen bzw. zu erleichtem, 

Zu diesen Substanzen zahlen Chloroquin, Monensin, 
Nigericin, Annnoniumchlorid und Methylamin. 

Die Notwendigkeit fur die Anwendung einer Substanz aus 
der Gruppe der lysosomatropen Substanzen richtet sich 
vor allem nach dem zu behandelnden Zelltyp. Die Eignung 
einer Substanz aus dieser Gruppe im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung sowie deren Konzentration bzw. 
Einwirkzeit auf die Zellen richtet sich einerseits nach 
deren Toxizitat fur die Zellen, andererseits z.B. auch 
danach, ob diese Substanzen das Cycling des 
Transferrinrezeptors beeinflixssen, etwa durch 
Blockierung der Vesikelfusion und dadurch Verhinderung 
der Ausschleusung des Rezeptors, 

Beziiglich der Verwendung von den Nukleinsaureabbau 
inhibierenden Substanzen wurde festgestellt, daB sie 
nicht bei alien Zelltypen fOr eine ef fiziente 
Trans f err infektion erforderlich ist. 

Bei der Anwendung von lysosomatropen Substanzen ist es 
daher notwendig, deren Erfordemis bzw. Eignung zur 
Verstarkung der Transferrinfektion in Vorversuchen zu 
testen. Gegebenenfalls kGnnen diese Substanzen bei 
kGrzerer Einwirkzeit schubweise zur Anwendung konnnen. 
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um eine etwa die Zelle schddigende Wlrkung 
auszuschalten bzw* mOgllchst gerlng zu halten. 

In einer welteren Ausfiihrungsform der vorliegenden 
Erf Indung 1st der Intemallslerungsfaktor eln Protein 
mlt der Fdhlgkelt, an CD4 zu blnden ( "CD4 blndendes 
Protein", "CD4BP"). Es wurde Im Rahmen der In der 
unverdffentllchten fisterrelchlschen Patentanmeldung 
AlllO/90 geoffenbarten Erflndung festgestellt, daB der 
vom HIV-Virus bel der Infektlon benutzte Rezeptor, CD4, 
fUr den Transport von Nuklelnsduren In die Zelle 
ausgenutzt werden kann, Indem die In die Zelle zu 
linportlerende NuklelnsSure mlt elnem Protein- 
Polykatlon-Konjugat komplexlert wlrd, dessen 
Protelnantell eln CD4 blndendes Protein 1st. 
Als C04BPS k5nnen alle dlejenlgen monoklonalen 
Antik5rper gegen CD4 bzvr. Fragmente davon, die an CD4 
blnden, verwendet werden, z.B. Fab " -Fragmente (Pelchen- 
Matthews et al., 1989). 

Dazu z^len monoklonale Antl-CD4-AntlkOrper, die eln 
gpl20-Epltop aufwelsen, das mlt dem Virus um die 
Blndung an dieses Epltop zu konkurrlert. 

Anstelle konventloneller monoklonaler Antlk&rper bzw. 
der en Fragmente k5nnen CD4 -Antigen blndende 
Antlk5rperabschnitte, bestehend aus elner Komblnatlon 
von Segmenten der schweren und lelchten Kette oder 
gegebenenfalls der schweren Kette alleln, verwendet 
werden. Als CD4BPs kommen welters HIV-l-gpl20 bzw. 
homologe Protelne verwandter Retrovlren bzw. Fragmente 
davon In Betracht. Geelgnete gpl20-Fragmente slnd 
dlejenlgen, die zur Blndung an CD4 befShlgt slnd (Lasky 
et al-, 1987), z.B die 95-kDa und 25-kDa-Fragmente, von 
denen nachgewlesen wurde, daS sle an CD4 blnden (Nygren 
et al., 1988). Solche Fragmente kOnnen z.B erhalten 
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werden, Indem en1:weder ziindchst das gesamte gpl20 
Protein auf rekombinant:em Weg hergestellt: tind 
anschlieBend proteolytisch gespalten wird. Eine 
alternative Methode besteht in der rekombinanten 
Herstellting der Fragmente selbst. 

FGr den Polykationenanteil der Konjugate bzw. fOr die 
nicht-kovalent gebundenen freie Nukleins^iire-af f inen 
Siibstanzen gilt prinzipiell das fiir die Transferrin- 
Polykation-Kon Jugate Gesagte. 

Bezuglich des molaren Verbal tnisses CD4BP:Polykation 
innerhalb der Konjugate sowie beztiglich der 
Erfordemisse Komplexierung der Nukleinsaure(n), 
Bindung durch CD4 und BefOrderung in die Zelle gelten 
grundsatzlich die oben fOr die Verwendung von 
Transf errin-Polykation-Konj ugaten angef iihrten 
Uberlegungen. Mit Hilfe von CD4 exprimierenden 
Zellinien, die mit den Konj ugaten in Beruhrung gebracbt 
werden und die daraufhin auf das Vorhandensein von 
Nukleinsaure in der Zelle untersucht werden, z.B. durch 
Southern Blot Analyse, Hybridisierung mit radioaktiv 
markierten komplementaren Nukleinsauremolektilen, durch 
Amplifikation mit Hilfe der PGR oder durch Nachweis des 
Genproduktes eines Reportergens, kann die 
Leistungsfahigkeit der Komplexe tiberpriift werden. 
Nach Bestimmung des fiir die Effizienz der 
Transferrinfektion optimalen Verbal tnisses CD4BP- 
PolykationrDNA kann, analog der Vorgangsweise bei 
Verwendung von Transferrin-Konjugaten, mit Hilfe von 
Titrationen die Menge des Konjugat-Anteils bestimmt 
werden, der durch freie NukleinsSure-af f ine Substanz 
ersetzbar ist, wobei auch bei dieser Anwendungsform der 
Erfindung die freie NukleinsSure-af fine Substanz 
gegebenenfalls vom Polykationanteil des Konjugats 
veschieden sein kann. 
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Auch im Falle der Verwendung von CD4BP- 
Verbindungsfaktor-Konjugaten kann es zweckm^ig sein, 
die Effizienz des Systems durch Einsatz von Substanzen 
zu verbessem, die den Abbau von Nukleinsdure in der 
Zelle inhibieren, wobei bzgl« Eignung und Notwendigkeit 
solcher MaBnahmen grundsMlzzlich dieselben (Jberlegungen 
gel ten wie bei der Verwendung von Transferrin- 
Polykat ion-Kon j ugaten . 

In den Versuchen, die im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung durchgefuhrt wurden, wurde als Beispiel fiir 
in die Zelle zu transportierende Nukleins^ure Plasmid- 
DNA, enthaltend das Photinus pyralis Luciferase-Gen, 
verwendet. Diese DNA ist in der Praxis vor allem ftlr 
Vorversuche von Bedeutung, die dazu dienen, die im 
einzelnen, z.B* fOr einen bestimmten Zelltyp, zu 
wdhlenden Bedingungen zu bestimmen. 

Bei der therapeutischen Anwendung wird die Nukleins^ure 
vor allem durch den in der Zelle zu erzielenden 
biologischen Effekt definiert, im Falle der Anwendung 
im Rahmen der Gentherapie durch das zur Expression zu 
bringende Gen bzw. den Genabschnitt, z.B» zwecks 
Substitution eines defekten Gens, Oder durch die 
Zielsequenz eines zu inhibierenden Gens. Bei den in die 
Zelle zu transportierenden NukleinsSuren kann es sich 
um DMAs Oder RNAs handeln, wobei hinsichtlich der 
Nukleotidsequenz keine Beschrdnkungen bestehen. Als 
therapeutisch wirksame inhibierende Nukleinsduren 
werden insbesondere Genkonstriikte zum Zweck der 
Inhibierung spezifischer Genseguenzen in die Zelle 
transportiert. Dazu zfthlen Genkonstrukte, von denen 
Antisense-RNA Oder Ribozyme transkribiert werden. 
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Beispiele fiir im Rahmen der Gentherapie anwendbare 
Gene^ die mit Hilfe der vorliegenden Erfindung als 
Best:andt:ell von Genkonstrukten in die Zelle 
eingescdileust warden kOnnen, sind Faktor IX (Anwendung 
bei Hamophilie; Kurachi und Davie^ 1982 ), _ _ 
Adenosindeaminase (SCID; Valerio et al., 1984), 
a-1 Antitrypsin (Lungenemphysem; Cilibeirto et al., 
1985} Oder das "Cystic fibirosis transmembrane 
conductance regulator gene" (Riordan et al., 1989). 
Diese Beispiele stellen keinerlei BeschrSnkung dar. 

Bezuglich der GrOBe der NukleinsSuren sind Anwendungen 
in einem weiten Bereich mdglich; mit Hilfe der 
vorliegenden Erfindung kOnnen Niikleinsaure-Molekiile 
einer GraBenordnung von ca- 0.3 kb bis ca. 50 kb und 
dariiber in die Zelle befSrdert werden- 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt 
pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend einen Komplex 
mit einer ein Gen spezifisch inhibierenden Nukleinsaure 
als wirksame Komponente. Erfindungsgemafle Komplexe, 
enthaltend eine derartige inhdlbierende NukleinsMure, 
etwa in Form von Antisense-Oligonukleotiden, Antisense- 
Oligonukleotidanaloga Oder Ribozymen bzw. den dafiir 
kodierenden DNAs, gegebenenfalls zusammen mit einer 
CarriemukleinsSure wie tRNA, z.B. in Form von 
Lyophilisaten, kOnnen verwendet werden, um im 
menschlichen oder tierischen Organismus pathogens 
Viren, wie HIV Oder verwandte Retroviren, Oncogene oder 
andere Schlusselgene, die das Wachstum und/oder die 
Differenzierung von Zellen kontrollieren, z.B. das 
c-fos Gen oder das c-myc Gen, zu inhibieren. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet der erf indungsgemSBen 
pharmazeutischen Zubereitungen liegt in der Bekampfung 
von Krankheiten durch Hemmung der Produktion von 
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unerwunschten Genprodukten, z.B. des bei der Alzhelmer- 
Krankheit auftretenden Haupt-Plagueprotelns ("major 
plaque protein" ) Oder Autoimmunerkranloingen 
verursachender Protelne. 

Die Dosierung der er£indungsgema£en, freie 
NukleinsSure-affine Substanz enthaltende 
Intemalisierungsfaktor-Verbindungsfaktor/Nukleinsaure- 
Komplexe richtet sich vor allem nach der Konzentration 
der Jeweils zu behandelnden Zellen und nach der 
inhibierenden Nukleinsdure. Die Menge der angewendeten 
Komplexe h^ngt z.B. auch davon ab, ob die NukleinsMure 
als solche die wirksame Komponente darstellt oder ob 
sie, z.B. im Fall von Ribozymen, als Gen in die Zelle 
importiert iind in der Zelle amplifiziert: wird. 

Die far eine bestimmte Indikation beim Jeweiligen 
Zelltyp zur Anwendung gelangende optimale Dosierung 
wird im einzelnen in Vorversuchen bestimmt. 

Fiir die Therapie komroen in vivo Oder ex vivo 
Anwendungen in Betracht. Eine in vivo Anwendung fUr die 
Behandlung von Tumoren kann beispielsweise darin 
bestehen, eine L5sung eines geeigneten Komplexes, 
enthaltend z.B. als NukleinsSure ein gegen ein 
aktiviertes Oncogen gerichtetes Ribozym, in das 
Tumorgewebe zu injizieren. 

Eine ex vivo Anwendung kommt z.B. ftir die Behandlung 
leukamischer Zellen in Betracht. Dabei kann 
beispielsweise so vorgegangen werden, daB Knochenmark 
Oder peripheres Blut dem Patienten entnoramen wird. 
Daraufhin werden die leukamischen Zellen selektiv unter 
fUr die Trans f err infekt ion optimierten Bedingungen 
(z.B. nach Vorbehandlung mit Desf errioxamin ) mit 
Transferrin-Polykation/Nukleinsaure-Komplexen 
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behandell:, die als Nukleinsaurekomponente ein die 
Onkogenaktivi-tat: neutralisierendes 
Anisenseoligonukleotid Oder Ribozym enthalten. 
AbschlieBend wird das Knochenmark bzw. Blut in den 
Organismus reimplantiert- 

Mil: Hilfe der vorliegenden Erfindung ist es mOglich, 
bei "therapeutischen Anwendungen von pharmazeutischen 
Zubereitungen, die 

In-ternalisierungsfaktor/Verbindungsgfaktor 
Nukleinsaure-Komplexe enthalten, edLne verbesserte 
WirkiHig zu erzielen, indem der Import der wirksamen 
Nukleinsaure in die Zelle verbessert bzw. deren 
Expression verstSrkt wird. 

Figurenubersicht 

Fig.lA: Bestimmung des optimalen Verbal tnisses von 
Transferrin-Polylysin-Konjugaten: DNA 
( Transf errin-Polylysin200 ) 

Fig. IB: Bestimmung des optimalen Verbal tnisses von 
Transf errdLn-Polylysin-Konjugaten: DNA 
( Transf errin-Polylysin450 ) 

Fig. 2: EinfluB des Verbaitnisses 

Transferrin rPolylysin auf die Effizienz des 
Gentransfers (A: Transf errin-Polylysin200; B: 
Transf err in"Polylysin4 50 ) 

Fig. 3: Bestimmung der erforderlichen Mindest-Anzahl 
von Transf errin-Molekttlen pro DNA-Molekai. A: 
Ersatz von ztinehmenden Anteilen von Konjugat 
durch nicht-konjugiertes Polylysin. B: Zusatz 
von nicht-konjugiertem Polylysin zu einer 
konstanten optimalen Konjugat-Menge 

Fig. 4: Gentransfer mittels Konjugaten aus Transferrin 
und synthetischem Protamin 
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Fig. 5: Verbesserung der Efflzienz der 

Trans f err infektlon mit Konjugaten aus 
Transferrin und synthetischem Protamln 

Fig. 6: Stelgerung der Efflzienz der 

Transferrlnfektlon In Abhdngigkeit vom Zustand 
der Zellen 

Fig. 7: ElnfluB von nlcht-kovalent gebundenem Hlsl:on 
H4 auf die Efflzienz des Gentransfers 

Fig. 8: Gentransfer in CD4 exprimierende HeLa-Zellen 
mittels gpl20-Polylysln-Konjugaten 

Fig. 9: Stelgerung der Efflzienz des Gentransfers 
mittels gpl20-Polylysln-Konjugaten durch 
Zusatz von nicht-kovalent gebundenem Polylysln 

Fig. 10: Stelgerung der Efflzienz des Gentransfers 

mittels Transferrln-Polylysin-Konjugaten durch 
Zusatz von lipophil modiflziertem Polylysln 

Fig. 11: Stelgerung der Efflzienz des Gentransfers 

mittels Transf errin-Ethidlximdimer-Kon j ugaten 
durch nicht-kovalent gebundenes Polylysln 

Fig. 12: ElnfluB von Laktose-modifizlertem Polylysln 
auf den Gentransfer mittels Trans f errin- 
Polylysin-Konj ugaten 

Die vorllegende Erfindung wird anhand der folgenden 
Beispiele illustriert: 

Belspiel 1 

Herstellung von Transferrin-Polylysin200- und 
Transferrin-Polylysin 450-Konj ugaten (TfpL200 und 
Tf pL450 ) 

Die Kopplung erf olgte analog llteraturbekannten 
Methoden (Jxing et al., 1981) durch Elnfuhrung von 
Disulfidbrucken nach Modifizlerung mit 
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SucciniJnidylpyrldyldlthiopropional;- Es wurde 
vorgegangen, w±e in der EP-Al 0388 758 beschrleben, 
wobei ledigllch die Isolierungsmethode geringftigig 
abgewandelt wurde, wodurch eine hOhere Konjugat- 
Ausbeute erzielt werden konn-te. 

a ) 3- ( 2-Pyridyldithio )propiona1:-niodif iziertes 
Trans f err in : 

6 ml edLner iiber Sephadex G-25 gelf iltrierten Lasting von 
120 mg (1-5 pMol) Transferrin (Humanliransferrin, Sigma, 
eisenfrei) in 3 ml 0.1 M Nalnriumphosphat-Puffer 

(pH 7.8) wxirden unter starkem Schtttrteln mit 200 ]xl 
einer 15 mM ethanolischen LGsiing von Succinimidyl 
3-(2-pyridyldithio)propional: (3 pM, SPDP, Pharmacia) 
verse-tzt und 1 h bei Raumtemperatixr und gelegentlichem 
Schatteln reagieren gelassen. Ober eine GelsSule 
(Sephadex G-25, 14 x 180 mm, 0.1 M Natriximphosphat- 
Puffer pH 7.8 ) wurden niedermolekulare 
Reaktionsprodukte und Reagensreste abgelnrennt und dabei 

7 ml der Produktfraktion erhalten; der Gehalt von an 
Transferrin gebundenem Pyridyldithiopropionatresten 
wurde anhand eines Aliquots nach Reduktion mit 
Di-thiotrhreitrol durch photometrische Bestimmung der 
Menge an freigesetztem Pyridin-2-thion ermitrtelt und 
betrug ca. 2.6 pMol. 

b) Herstellung von modifiziertem Polylysin200 (pL200) 
und Polylysin450 (pL450) 

Eine gelf iltrierte Losung von 0.57 |iMol pL200 (mit 
einem durchschnittlichen Polymerisationsgrad von 
200 Lysinresten, mit Fluoreszenzmarkierung ) in 3 ml 
20 mM Natriumacetatpuf fer wurde durch Zusatz von 300 pi 
IM HEPES Puffer auf pH 7.9 eingestellt. Unter starkem 
Ruhren wurden 204 ]al einer 10 mM ethanolischen Ldsung 
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von SPDP (2.04 pMol) hlnzugefUgt. Eine S-tunde spSter 
wurden 500 pi IM Natriumacetat pH 5 zugefUgt. Zur 
Abtrennung von niedermolekularen Substanzen wurde iiber 
Sephadex G-25 filtriert (Eluens : 20 mM Natriumacetat- 
Puffer pH 5.0) • Es wurde elne Ldsung erhalten, die 
0.54 pMol pL200 mit 1.86 pMol Dithiopyridingruppen 
(3.5 Linker pro Polylysinkette ) enthielt, mit Puffer 
auf pH ca. 7 gebracht, 36 mg Dithlothreitol zugegeben 
und 1 h bei Raximtemperatur unter Argon in der 
Dunkelheit stehen gelassen. Es wurden 400 pi 
3M Na-triumacetatpuf fer pH 5.0 zugegeben und durch 
weitere Gelfiltration (Sephadex G-25, 14 x 180 mm 
saule, 15 mM Natrium-acetat-Puffer pH 5.0) von 
uberschussigem Reduktionsmittel abgetrennt. Es wurden 
4 ml Produktl5sung, enthaltend 0.50 pmol 
fluoreszenzmarkiertes Polylysin mit einem Gehalt von 
1.84 pMol Mercaptogruppen (photometrische Bestimmung 
mittels Ellman's Reagens, 

5.5' "Di thiobis ( 2-ni trobenzoesSure ) erhalten . 

In analoger Weise wurden 0.20 pMol pL450 (mit einem 
durchschnittlichen Polymerisationsgrad von 
450 Lysinresten) mit 0.70 pMol SPDP modifiziert, wobei 
ein Produkt von 0.18 pMol pL450 mit 0.57 pMol 
Dithiopyridingruppen (3.2 Linker pro Polylysinkette) 
erhalten wurde. 

Die Dithiopyridingruppen wurden mit Dithlothreitol 
reduziert, wie oben fttr Polylysin200 angegeben. Es 
wurden 0.175 pmol Polylysin, modifiziert mit 0.57 pmol 
Mercaptogruppen , erhalten . 

c) Herstellung von Transferrin-Polylysin-Konjugaten 

Transferrin-pL200-Kon jugate wurden hergestellt, indem 
1.06 pMol des in a) erhaltenen modifizierten 
Transferrins (in 100 mM HEPES-Puffer pH 7.9) mit 
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0-20 |iMol des in b) erhaltenen modifiziertem pL200 (in 
30 mM Natexumacetatpuffer) unter SauerstoffausschluB in 
einer Argonatmosphare gemisch-t wurden. 
In entsprechender Weise wurden Transferrin-Polylysin 
450 Konjugate hergestellt, wobei von 0.61 pMol 
modifiziertem Transferrin gem^ Beispiel la) (in 
100 mM HEPES pH 7.9) und 0.12 }iMol pl.450 (in 
30 mM Na-tritimacetatpuffer) ausgegangen wurde- 

Nach 18 Stunden bei Raumtemperatur wurden die BCon jugate 
durch Ka-tionenaustauschchroma-tographie (Pharmacia Mono 
S SSule HR 10/10; Gradientenelution, Puffer A: 
50 mM HEPES pH 7.9, Puffer B: Puffer A plus 
3M Natriumchlorid) aus der Reaktionsmischung isoliert. 
Es zeigte sich, daB fOr die Gewinnung der Polykation- 
Konjugate wesentlich war, der Reaktionsmischung 
Natriumchlorid zuzufUgen ( Endkonzentration 0.6 M im 
Fall von TfpL200 oder IM im Fall von TfpL), bevor die 
Saule beladen wurde, und den Gradienten bei dieser 
Salzkonzentration zu beginnen. Die Produktfraktionen 
wurden bei Salzkonzentrationen urn ca. 1.4 M im Fall von 
TfpL200 und ca. 2M im Fall von Tfpl.450 eluiert. Nach 
Dialyse gegen HBS (HEPES gepufferte SalzlGsung: 
20mM HEPES, 150mM NaCl, pH 7.4) wurden die 
Konjugatfraktionen in einer Gesamtausbeute von 80 % 
(TfpL200) bzw. 64 % (TfpL450) erhalten. 
Die Konjugat-Fraktionen sind hinsichtlich ihres 
Verbal tnisses Transferrin rPolylysin in Fig. 2A und 
Fig.2B naher charakterisiert. 

Der Einbau von Eisen in die Konjugate wurde 
durchgefQhrt, indem den Proben 3 - 10 |il 
10 mM Eisencitrat[III], 200mM Citrat, mittels 
Natriumbicarbonat auf pH 7.8 eJLngestellt ) pro mg 
Transferrinanteil zugefUgt wurden. 
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Beispiel 2 

a) Bestiminimg des optimalen Verhdltnisses von 
Transferrin-Polylysin-Konjugat : DNA 

Jedes der im Beispiel 1 erhal1:enen Kon jugate wurde 
mittels Titration auf sein im Hinblick auf DNA-Import 
xind -Expression optimal es VerhUtnis von KonJugat:DNA 
untersucht, Als DNA wurde pRSVL Plasmid-DNA (De Wet 
et al-, 1987) verwendet, hergestellt mittels Triton-X 
Lyse Standard-Methode (Maniatis), gefolgt von 
CsCl/EtBr Gleichgewichtsdichtegradienten- 
Zentrifugatlon, Entfarbung mit Butanol-1 und Dialyse 
gegen 10 mM Tris/HCl pH 7*5, 1 mM EDTA 
(vgl. EP-Al 0388 758). 

Die in den Titrationen verwendeten Transf errin- 
Polykation/DNA-Komplexe wurden hergestellt, indem eine 
konstante Menge von pRSVL-Plasmid-DNA, und zwar 10 pg 
im Falle der TfpL200-Fraktionen und 6 pg im Fall der 
TfpL450-Fraktionen, mit steigenden Mengen der 
jeweiligen Konjugat-Fraktionen gemischt wurde. 
Fig. lA {TfpL200) und Fig. IB (TfpL450) zeigen die fUr 
die Durchf Uhrung der Titrationen gewahlten 
Mengenverhaitnisse, wobei die Mengen als 
Masseverhaitnis von DNA zu im Konjugat enthaltenem 
Transferrin und die Konjugat-Fraktionen mit A - C bzw. 
A - D (vgl. Fig. 2) bezeichnet sind. Die Komplexe wurden 
in 500 111 Reaktionsvolumen HBS (150 mM NaCl, 
20 mM HEPES pH 7.4) hergestellt, 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und zu 2 ml Zellkultur gefiigt. 
Fiir die Trans fektionen wurden Zellen der 
ErythroleukSmie-Zellinie K562 in RPMI 1640 Medium, 
ergSnzt mit 10 % f5talem Kaiberserum, 100 IE/ml 
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM Glutamin, 
bei einer Dichte von 2 - 5 x 105/Zellen pro ml 
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gezuchtel:. Die Zellen wurden 18 - 24 Stunden vor der 
Transfektion mit 50 pM Desferrioxamin vorbehandelt, xim 
die Zahl der Transferrinrezeptoren auf der Zelle zu 
erhOhen. Transfektionen wurden mit 5 x 105 Zellen in 
^tnl Medium in Gegenwart von 100 pM CSiloroquin 
durchgefiihrt. Nach 4 Stninden Inlcuba-tion bei 37 "C wurden 
die Zellen in friscdies Medixxm aufgenommen, bei 37 
inkubiert und fOr die Luciferase-Bestimmung 18 Slninden 
spater geemtet. In Fig* 1 ist die Luciferase-Aktivitat 
von Zellextrakt-Aliquo-ts (ca» 15 - 20 % des 
Gesamtextrakts), standardisiert auf Proteingehalt, 
angegeben. 

b) EinfluB des Transferrin- Polylysin-Verhaitnisses in 
den Konjugaten auf die Effizienz der 
Transferrinfektion 

Drei TfpL200-Konjugat-Fraktionen A - C mit einer 
unterschiedlichen durchschnittlichen Zahl von 
Transferrin-MolekQlen pro Polylysinkette wurden bei den 
in a) ermittelten optimierten Mengen (40 ]xg filr die 
Fraktion A, 30 pg fur die Fraktionen B und C) fur die 
Komplexbildung mit 10 \xg pRSVL DNA eingesetzt, Mit den 
erhaltenen Komplexen wurden 105 Zellen unter 
Standardbedingungen, wie oben angegeben, transfiziert 
und die Genexpression dxirch Messung der Lucif erase- 
Aktivitat von Zellextrakt-Aliquots, standardisiert auf 
Proteingehal t , bes timmt . 

Trans ferrinfektions-Versuche mit den vier 
TfpL450-Fraktionen A - D wurden methodisch genauso 
durchgefuhrt, mit dem Unterschied, daB nur 6 pg DNA 
veiwendet wurden und mit den als opti m a l ermittelten 
Konjugat-Mengen von 18 \xg (Fraktionen A - C) bzw. 
12 ]ig (Fraktion D) gemischt wurden. 
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Das Ergebnis dieser Versuche ist in Fig. 2 dargestellt 
(die Werte ftir die Luciferase-Aktivitat beziehen sich 
auf den Gesamtextrakt ) . Es zeigt deutlich, daB 
Fraktionen mit einer niedrigen Anzahl von Transferrin- 
Molekiilen pro Polylysin-MolekUl effizienter sind. Fig. 
2A: Kon jugate C mit einem molaren Verbal tnis 
Transferrin rPolylysin von 2:1 sind lOmal wirksamer als 
Kon jugate A mit einem Verbal tnis von 6:1. Fig. 2B: Die 
Versuche zeigen, dafi bei Verwendung des langen 
Transferrin-pL450-Konjugats Konjugate mit einem 
Verbal tnis von 9:1 weniger aktiv sind als solche mit 
einem Verbal tnis 5:1, wobei diese wiederum in ibrer 
Aktivitat vergleichbar sind mit Konjugaten, die ein 
Verhaitnis TfipL von 2.5:1 aufweisen. Bei noch baherem 
Polylysin-Gehalt (Verbal tnis 1:1) bingegen failt die 
Aktivitat wieder ab. 

Beispiel 3 

Bestimmung der erforderlicben Mindest-Anzabl von 
Transferrin-MolekQlen pro DNA-Molekiil 

Bei der Durcbfiibrung der Versucbe im Rahmen dieses 
Beispiels wurde von der t}berlegung ausgegangen, daB die 
bobe Anzabl von ca. 120 Transferrin-Molekaien pro 
"dougbnut" (diese Anzahl ist ein statistiscber Wert, 
rechnerisch ermittelt aus dem Masseverbaitnis 
Konjugat:DNA) ftir das Funktionieren der Rezeptor- 
vermittelten Endozytose nicbt erforderlicb sein durfte. 
Urn die Ricbtigkeit dieser Uberlegung zu priifen, warden 
Versucbe durcbgefuhrt, in denen ein zunebmender Anteil 
des Transferrin-Konjugats durcb nicbt-modifiziertes 
Polykation ersetzt wurde, wobei die Gesamtpolylysin- 
Menge beim vorbestimmten Optimum (ca. 4 pg Polylysin 
pro 6 pg DNA) gebalten wurde. Die Effizienz der 
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Transferrinfektion ( Transf ektionen und Lucif erase- 
Aktivitatsbestixranungen wurden analog Bei spiel 2 
diirchgeftairt) blieb erhalten Oder nahm leicht zu, wenn 
der Konjugat;-Gehalt der Probe reduziert: und duirch 
Polylysin ersetzt: wurde (fttr Poly(D)lysln und _ 
Poly(L)lysin wurden Obereinstinnnende Ergebnlsse 
erhalten). Wenn jedoch der Transf errlngehalt unter 
10 - 15 Molekaie pro DNA-MolekOl sank, nahm auch die 
Effizienz der Transferrinfektion stark ab 
(Fig. Proben 5 - 8). Es wurde ein Minimum von 
10 - 15 Transferrinmolektllen pro DNA-MolekOl als ftir 
effizienten Gen- Transfer erforderlich ermittelt- Wenn 
der Probe kein Konjugat zugesetzt wird, sinkt der Gen- 
Transfer praktisch auf Null. Das Ergebnis der Versuche 
ist in Fig. 3A dargestellt: die Spalten 1-8 zeigen 
die Expression des Luciferase-Gens nach 
Transferrinfektion, wobei bei der Komplexbildung mit 
6 ]ig DNA die optimale-TfpL200 Menge von 18 ]ig 
schrittweise durch steigende Mengen p(D)L240 ersetzt 
wurde. (Die in Fig. 3 angegebenen Werte fOr 
die Luciferase-Aktivitat beziehen sich auf den 
Gesamtextrakt. } 



Beispiel 4 

m einer weiteren Serie von Versuchen wurde von einer 
konstanten Menge (4.5 \ig) Trans ferrin-Polykation- 
Konjugat ausgegangen, die ca. 1/4 der im Beispiel 2a) 
als optimal ermittelten Menge entsprach. Das Konjugat 
wurde mit steigenden Mengen von PolylysinQO (pL90) 
vermischt und einer konstanten Menge DNA (6 pg) 
hinzugefUgt. Transf ektionen und Luciferase-Bestimraung 
wurden durchgefuhrt wie in den vorangegangenen 
Beispielen; das Ergebnis der Versuche ist in Fig. 3B 
dargestellt. In den Versuchen gemSB Spalten. 9 - 15 
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wurden Komplexe von 6 ]xg pRSVL mit 4.5 pg TfpL200C 
hergeslzellt, denen steigende Mengen von pL90 
hinzugefUgt wurden. (Spalte 16 zeigt die Ergebnlsse des 
Kontrollversuches mit 6 pg pRSVL und der als optimal 
ermlttelten Menge (18 pg) von T£pL200C. } 
Wle aus Fig. 3B erslchtllch, konnte die Wlrksamkelt der 
Transfektlon, die bel der suboptlmalen Ausgangsmenge 
von TfpL auf ca. 1/100 des optlmalen Ergebnlsses 
gesunken war, durch den Zusatz von frelem pL90 
wiederhergestellt werden, 

Belsplel 5 

Ahnllch wle In Belsplel 4 wurde elne Relhe von 
Versuchen durchgefUhrt, wobel von elner suboptlmalen 
Menge von 6 pg DNA, komplexlert mit elner Menge von 
9 pg TfpL200 ausgegangen und untersucht wurde, wle 
verschledene Mengen unterschledllcher Polykatlonen slch 
auf die DNA-Aufnahme auswlrken. Trans fektlonen und 
Bestimmung der Ef fizienz des DNA- Imports wurden unter 
Standardbedlngungen durchgeftihrt, wle oben angegeben. 
Als freie Polykatlonen wurden verschledene 
Poly(L)lysine mit elner durchschnlttllchen Kettenl^nge 
von 55, 90, 200 oder 450 Lyslnmonomeren, Poly(D)lysln 
mit elner durchschnlttllchen Kettenldnge von 
240 Lyslnen (s&ntliche Poly lysine wurden In Form von 
Hydrobromld-Salzen, Sigma, bezogen), Protamln (Lachs- 
Protamin-Sulfat, histonfrei, Sigma), die Hlstone HI, 
H3 und H4 (aus Kalbsthymus, Boehrlnger Mannheim) 
eingesetzt. In Tabelle 1 slnd die jewells elngesetzten 
Mengen der f relen Katlonen sowle der relative 
Wirkungsgrad der Transferrinfektlon von 6 pg DNA, 
komplexiert mit elner Mischung von 9 pg TfpL200 plus 
den angegebenen Mengen von Polykatlonen, angegeben. Die 
Zahlen in der Tabelle bedeuten %, bezogen auf den 
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Wirkungsgrad von Komplexen, die mit der optlmalen Menge 
(18 pg) von TfpL200 hergestellt wurden. 

Diese Versuchsserie zelgte, daB der Zusatz der 
Polylysine sowie des natrOrlichen Prptamins und der 
untersuchten Histone einen zxmindest gleichgroBen DNA- 
Import-Wirkungsgrad erzielte wie die Verwendung der 
Konjugate, die sich als optimal erwiesen hatrfcen. 
Ausnahmen bildeten Spermin und Spenoidin, die nicht in 
der Lage waren, das AusmaB der DNA-Aufnahme bei der 
physiologischen Salzkonzentration des 
Gewebekultnir systems wiederherzustellen. 

Beispiel 6 

Herstellung von Transferrinkonjugaten mit einem 
synthetischen Protaminanalogen 

Kon jugate zwischen Transferrin und einem synthetischen 
Protamin der Sequenz 

Lys-Pro-Arg-Ala-Arg-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-Pro-Val-Arg- 

Arg-Ser-Ser-Arg-Pro-Ala-Val-Ser-Ala-Arg-Arg-Arg-Ser- 

Arg-Gly-Gly-Ser-Arg-Arg-Gly-GlyGly-Cys 

wurden durch Kopplung mittels Disulf idbrUckenbildung 

zwischen dem C-terminalen Cystein des Peptids und 

3- ( 2-Pyridyldithio ) propionat-modif iziertem Transferrin 

synthetisiert . 

a) Herstellung von synthetischem Protamin: 

Das Polypeptid wurde durch Festphasensynthese unter 
Verwendung eines automatischen Peptid-Synthesizers 
(Applied Biosystems 431A) bei den vom Hersteller 
empfohlenen Bedingungen synthetisiert 
(Fluorenmethoxycarbonyl-Technik (Fmoc); als 
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Seitenketten wurden fQr Serin und Cystein t-Butyl/ fiit" 

Lysin t-Butoxycarbonyl und fiir Arglnln 

Pentamethylcromansulfonyl elngesetzl:) • Das erhaltene 

Rohpeptld wurde einer Gelflltratlon 

(Sephadex G-25 PD 10 Sdule, Eluens: 10 % EsslgsSure) 

unterworfen, die erhaltene LOsung mittels Reverse Phase 

HPLC (Merck-Hitachi, Nucleosil 100-5C18, 8x250 mm. 

LOsungsmittel A: 0.1 % TrifluoressigsSure in Wasser, 

L5sungsmittel B: 0.1 % Trifluoressigsdure in 

60 % Acetonitril; Gradientenelution mit 0 - 100 % B in 

45 min; Durchf luBrate 2 ml/min) weiter f raktioniert . 

Das Prodiikt eluierte bei einer Konzentration von 

43 % Ldsungsmlttel B \ind wurde mittels 

Kationenaustauschchromatographie 

(Pharmacia MonoS HR 10-10 SSule. Puffer A: 

33 mM HEPES pH 7, Puffer B: Puffer A plus 1 M NaCl; 

Gradientenelution, Durchf luBrate 0.5 ml/min) weiter 

gereinigt* Der Hauptpeak, der bei einer 

Salzkonzentration von 0.81 M eluierte, wurde durch 

einen weiteren HPLC-Lauf (gleiche Bedingungen wie oben) 

entsalzt und lyophilisiert; die Ausbeute betrug 

39.6 mg reines Peptid in Form seines Trifluoracetat- 

Salzes. 

Als Flugzeitmassenspektrum 

( Plasmadesorptionsmassenspektrometrle , PD-MS 
Instruments, Uppsala, Schweden) wurde ein Wert von 
4018.4 (MH+, MolekUl mit einem t-Butyl-geschiitzten 
Cystein) ermittelt. 

b ) DNA-Bindungstest 

Mittels Gel Mobility Shift Assay wurde bestatigt, daB 
das in a) hergestellte synthetische Protamin an DNA 
bindet. Dazu wurden Hind III geschnittene 
X-DNA-Fragmente verwendet ( FragmentgrOBen zwischen 
23120 bp und 564 bp, am 3'-Ende durch Auffullen der 
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iiberhangenden Enden mlt a32p dATP durch Klenow- 

Polymerase wShrend 45 min be± 37 'C, Isolierung durch 

Ethanolf ailung nach Zusatz von Glykogen tind 

Nalrriumacetetal: 32p inarklert;)^ Zu jeder Probe mil: 

2 pi (10 ng) DNA wurden 2.5 pi edlnes 100 mM HEPES- 

Puffers pH 7.3, enthaltend 1 M NaCl gefQgt imd die 

Proben mil; steigenden Mengen (3, 10, 30, 100, 300 und 

1000 ng) des synthetischen Peptids (als Trif luoracetat ) 

Oder mit 10, 30 oder 100 ng na-tOrlichem Protamin in 

10.5 pi wasseriger LGsung gemischt. Nach Zusatz von 

2 pi Auftragepuffer (0.25 % Bromphenolblau, 

0.25 % Xylencyanol und 30 % Glycerin in Wasser) zu 

jeder Probe wurden die Proben einer Elektrophorese auf 

einen 1 % Agarosegel mit 1 x TAE 

(40 mM Trisacetat/ 1 mM EDTA, pH 8) Lauf puffer 

bei 50 V (42 mA) unterworfen. Das Gel wurde getnrocknet, 

abschlieBend wurde eine Autoradiographie wahrend 

2 S-tunden bei -80 "'C unter Verwendung eines XAR-Films 

(Kodak) durchgefllhn:. Ein deutlicher Band Shift wurde 

bereits mit 3 ng des synthetischen Peptids, mit 

10 ng wurde ein weitestgehender Band Shift (ein 

GroBteil der DNA wurde am Startschlitz zuriickgehalten) 

f estgestellt . 

c) Herstellung von Konjugaten zwischen Transferrin 
und synthetischem Protamin 

Zu 3 ml einer Losung, erhalten nach Gelfiltration von 
100 mg (1.25 pmol) humanem Transferrin auf einer 
Sephadex G-25 SSule in 100 mM HEPES pH 7.3, wurden 
167 pi einer 15 mM ethanolischen Losung von 
Succinimidyl 3 - ( 2-Pyridyldi thio ) propionat 
(SPDP; Pharmacia) gegeben und die L5sung gut 
durchmischt. Nach 1 h bei Raumtemparatur wurde eine 
weitere Gelfiltration (Sephadex G-25 SMule) mit 
20 mM HEPES pH 7.3 durchgeftihrt, die 4.6 ml einer 



wo 92/13570 



PCr/EP92/00217 



47 

LOsung von 1.14 jimol Transferrin, modifiziert mlt 
2.24 pmol Dithlopyridln-Llnker, lieferte* Nach 
SauerstoffausschluB wurde diese LOsung mit 1.5 ml elner 
Lbsung von 0.9 pmol synthetischen Protamin in freier 
Mercapto-Form in 0.5 % EssigsSure gemischt. Die 
Reaktionsmischung wurde durch 

Kationenaustauschchromatographie (Pharmacia Mono S- 
SSule HRlO/10; Gradientenelution 0.5 ml/min. Puffer A: 
50 mM HEPES pH 7.3 Puffer B: Puffer A plus 3 M NaCl, 
Messung durch Bestimmung der UV-Absorption bei 280 nm) 
fraktioniert. Der UberschuB von nicht-gekoppeltem 
Transferrin eluierte zuerst; die Produktfraktionen 
eluierten wShrend des Gradienten xuid wurden in zwei 
Konjugatfraktionen gepoolt: Tf-protsyn A (eluierte 
zwischen 17 % und 24 % Puffer B) und Tf-protsyn B 
(eluierte zwischen 24 % und 30 % Puffer B). Diese 
lieferten nach Dialyse gegen 25 mM HEPES pH 7.3 
Tf-protsyn A mit einem Gehalt von 9 mg modifiziertem 
Transferrin (molares VerhSltnis Transferrin: Protamin 
ca.l:1.3, aufgrund der AminosSureanalyse nach 
Proteinhydrolyse) und Tf-protsyn B mit einem Gehalt an 
modifiziertem Transferrin von 13.5 mg (molares 
Verhaitnis Transferrin: Protamin ca. 1:1.8). Die 
Kon jugate wurden in einer Gesamtausbeute von 
0.28 ]mol Transferrin erhalten. 

Die erhaltenen Kon jugate wurden mit pRSVL DNA, wie im 
Beispiel 2 beschrieben, komplexiert; die 
Mengenverhaitnisse DNA:Konjugat sind aus Fig. 4 
ersichtlich. Mit den erhaltenen Komplexen wurden 
Transfektionen durchgefUhrt, wie in den vorigen 
Beispielen beschrieben. Wie Fig. 4 zeigt, haben die 
Protamin-Kon jugate eine signifikante, wenn auch im 
Verbal tnis zu den Transferrin-Polylysin-Konjugaten 
relativ geringe FShigkeit, DNA in die Zelle zu 
transportieren. In Fig. 4 ist die Luciferase-Aktivitat 
von Zellextrakt-Aliquots (ca. 15 - 20 % des 
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Gesamtextrakts), standardisiert auf Proteingehalt, 
angegeben. 

Beisplel 7 

Verbesserxing der Ef f izienz der Transferr±nfektion mit 
Konjugaten aus Transferrin und syntheld-sches Protamin 
dtirch teilweisen Ersatz mit Polylysin 

Die mit 6 pg pE^VL DNA gebildeten Komplexe (die 
Konjugat:/DNA-Verhal1:nisse sind aus Fig .4 ersichtlich ) 
wurden mit pL90 vermischt und unter denselben 
Bedingungen wie in den vorangegangenen Beispielen 
verwendet, urn DNA in K562-Zellen (ATCC Nr. CCL 243) zu 
transportieren- Das Ergebnis der durchgefOhrten 
Experimente ist aus Fig- 5 ersichtlich; die Werte fOr 
die Lucif erase-Aktivitat beziehen sich auf den 
Gesamtextrakt: wenn Teile der synthetisches Protamin 
enthaltenden Kon jugate durch freies Polylysin ersetzt 
werden, kann eine Zunahme der DNA-Expression um bis zum 
ca- 20-fachen beobachtet werden. (Zum Vergleich ist das 
Experiment mit der vorher ermittelten optimalen Menge 
gezeigt; rechte Spalte in Fig. 5). 

Beispiel 8 

Steigerung der Effizienz der Trans f err infekt ion in 
AbhSngigkeit vom Zustand der Zellen 

Im Rahmen dieses Beispiels wurde untersucht, inwieweit 
das AusmaB der Verbesserung der Transferrinfektion 
durch "Verdiinnung" mit Polylysin vom Zustand der Zellen 
abhSngt. Die Versuche entsprachen grundsatzlich denen 
in Beispiel 4: ausgehend von 4.5 pg TfpL200C, wurden 
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die In die Zelle zu transportlerenden Komplexe iinter 
Zusatz s-telgender Mengen pL90 geblldet, wobel im 
Unterschled zu Beispiel 4 die K562-Zellen nicht mit 
Desferrioxamin vorbehandelt: wurden. Die DNA-Menge in 
den Komplexen betrug in alien Proben 6 yg. Die fur 
diese Versuche verwendeten Zellen wurden auf ihre 
Trans f err inrezeptorzahl untersucht (Scatchard Analyse); 
sie be-trug ungefdhr 1/5 der von Desferrioxamin- 
behandelten Zellen. Wie mittels optimierten 
Standardbedingungen (18 ]ig TfpL200 fOr 6 pg pRSVL DNA) 
festgestellt worden war, ist als Folge der verminderten 
Rezeptorzahl eine Verringerung der DNA-Expression 
feststellbar. Wenn jedoch im Falle der nicht mit 
Desferrioxamin stimulierten Zellen 3/4 des Transferrin- 
Polylysin-Konjugats durch Polylysin ersetzt wird, nimmt 
die DNA Expression um mehr als das 8-fache zu. Dies 
entspricht einem Wert, der nur um das 1,8-fache 
geringer ist als bei Zellen mit aufgrund 
Desferrioxamin-Stimulierung erhOhter Rezeptorzahl. Das 
Ergebnis dieser Versuche ist in Fig. 6 dargestellt. Bei 
Desferrioxamin-stimulierten Zellen wird die 
Transferrin-vermittelte DNA-Aufnahme durch Zugabe von 
freiem PolylysinQO nicht wesentlich verbessert. 

Beispiel 9 

Um den in Beispiel 4 beobachteten Ef fekt der durch 
freies Histon H4 bewirkten Zunahme der Genaktivitat um 
das ca. 5-fache (Tabelle 1) nfiher zu untersuchen, wurde 
der folgende Versuch durchgef tihrt : es wurden 
Stammischungen von TfpL200C-Konjugaten mit 1 (offene 
Dreiecke), 2 (geschlossene Quadrate) Oder 
4 (geschlossene Dreiecke) Masse^guivalenten Histon H4 
hergestellt und in einer Art Titration fiir jede 
einzelne Mischung die fiir Komplexbildung mit einer 
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konstanten DNA-Menge (6 pg) jeweils optimalen Mengen 
bestimmt (Fig. 7). Die optimale Genaktlvltai:, bewirkt 
durcli eine 4/1 Mischung von Hlston H4/Tfpl* ist 
vergleichbar mil: der Aktlvltat, die dxirch das Konjugat 
alleln (offene Quadrate) erzielt wird. Die 
elektronenmikroskopische Untersuchiing dieser Komplexe 
zeigte eine nur schwache Kondensation der DNA. 
Elektxonenmikroskopie der H4/TfpL 1/1-Komplexe zeigte 
eine zwar starkere, jedoch immer noch wesentlich 
geringere Kondensation als die reinen 
Konjugat-DNA-Komplexe. Oberraschenderweise betrug 
jedoch die Steigerung der Transferrinfektion bei 
Verwendung der 1/1 H4/TfpL Mischung das ca. 7-fache 
(Transfektionen wurden unter Standardbedingungen wie in 
Beispiel 2 durchgefOhrt; die Werte fiir die Luciferase- 
Aktivitat beziehen slch auf den Gesamtextrakt) . 



Beispiel 10 

Transport von DNA in CD4+-Zellen 

a) Herstellung von gpl20-Polylysin 190-Konjugaten 

Die Kopplung erfolgte (entsprechend der Herstellung der 
Transferrin-Konjugate) analog literaturbekannten 
Methoden entweder durch Einfiihrung von Disulf idbrucken 
nach Modif izierung mit Succinimidyl-Pyridyldithio- 
propionat Oder durch Thioether-Verkniipf ung nach 
Modifizierung mit 6-Maleimidocapronsaure-N- 
hydroxysuccinimidester (EMCS, Sigma) (Fujiwara et al., 
1981). 

Disulf idverknUpfte gpl20-Polylysin 190-Konjugate: 



wo 92/13570 



PCr/EP92/00217 



51 

Eine L5sung von 3 mg rekombinantem gpl20 (hergestellt 
nach der von Lasky et al., 1986, beschrlebenen Methods) 
in 50 mM HEPES pH 7.8 wxirde mit 7 pi 10 mM 
ethanollscher LOsung von SPDP versetzt. Nach 1 h bei 
Raximtemperatur wurde tiber elne GelsSule Sephadex 6 25 
filtriert (Eluens 100 mM HEPES-Puffer pH 7.9 ) und man 
erhielt dabel 2.8 mg (23 nmol) rgpl20, modlflziert mlt 
67 nmol Pyridyldlthioproplonatresten. 
Eine LOsung von 6.6 nmol Polylysin 190, 
fluoreszenzmarkiert iind modifiziert mit 
23 nmol Mercaptogruppen (nach Reaktion mit SPOP, 
Behandlung mit Dithiothreitol und nachfolgende 
Gelfiltration), in 120 pi 30 mM Natriumacetat wurde 
unter SauerstoffausschluB mit dem modifizierten rgpl20 
gemischt und tiber Nacht bei Raumtemperatur stehen 
gelassen. Das Reaktionsgemisch vnirde durch Zugabe von 
5M NaCl auf einen Gehalt von ungef^hr 0.6 M gebracht. 
Die Isolierung der Kon jugate erfolgte durch 
lonenaustauschchromatographie (Mono S, Pharmacia, 
50mM HEPES pH 7.3, Salzgradient 0.6 M bis 3 M NaCl); 
nach Fraktionierung und Dialyse gegen 25 mM HEPES pH 
7*3 wurden zwei Konjugatfraktionen A und B, bestehend 
aus 0.33 mg rgpl20 modifiziert mit 1.3 nmol Polylysin 
190 (im Falle der Fraktion A), bzw. 0.34 mg rgpl20 
modifiziert mit 3.2 nmol Polylysin 190 (Fraktion B) 
erhalten. 

Thioether-verkntipfte gpl20-Polylysin 190-Konjugate: 

Eine L5sung von 2 mg rekombinantem gpl20 in 
0.45 ml 100 mM HEPES pH 7.9 wurde mit 17 pi einer 
10 mM L5sung von EMCS in Dimethyl formamid versetzt. 
Nach 1 h bei Raumtemperatiir wurde liber eine Gelsaule 
Sephadex G 25 filtriert (Eluens 100 mM HEPES-Puffer 
7.9). Die Prodiiktl5sung (1.2 ml ) wurde sogleich unter 
SauerstoffausschluB umgesetzt mit einer Ldsixng von 
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9.3 nmol Polylysin 190, fluoreszenzmarkiert und 
modifiziert mlt 30 nmol Mercaptrogruppen (In 90 pi 30 mM 
Natriumacetat pH 5,0), und tiber Nacht bei 
Ratim1:empera1:ixr stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch 
wurde durch Zugabe von 5M NaCl auf einen Gehalt von ca- 
0.6 M gebracht. Die Isolieanmg der Kon jugate erfolgte 
durch lonenaustauschchromatographie (Mono S, Pharmacia, 
50mM HEPES pH 7.3, Salzgradient 0.6 M bis 3 M NaCl); 
nach Fraktionierung und Dialyse gegen 25 mM HEPES 
pH 7.3 wurden drei Konjugatfraktionen A, B und C 
erhalten, bestehend aus 0.40 mg rgpl20, modifiziert mil: 
1.9 nmol Polylysin 190 (im Falle der Fraktion A), bzw. 
0.25 mg rgp 120, modifiziert mit 2.5 nmol Poly- 
lysin 190 (Fraktion B), bzw. 0.1 mg rgp 120, 
modifiziert mit 1.6 nmol Polylysin 190 (Fraktion C). 

b) Herstellung von gpl20-Polylysin/DNA-Komplexen 

Die Komplexe wurden hergestellt, indem zundchst 
6 \xg DNA in 330 ]il HBS bei Raumtemperatur verdOnnt 
wurden (100 pg/ml oder weniger). Als DNA wurde 
pRSVL Plasmid-DNA verwendet (vgl. Beispiel 2). Aliquots 
der gpl20-pL190 Konjugate (die Mengen sind in Fig. 8 
angegeben) wtirden in 170 |il HBS verdiinnt. Die jeweilige 
Konjugatverdunnung wurde rasch der DNA-Verdiinnung 
hinzugefugt, 30 min inkubieren gelassen und 
anschliefiend fur die Transfektion verwendet. 

c) Transfektion von CD4+ Zellen 

CD4+ HeLa-Zellen (ATCC Nr. CCL2; Maddon et al., 1986) 
wurden zu 6xl05 Zellen pro T-25-Flasche in DEM-Medium 
plus 10 % FCS (fatales Kaiberserum) ausgesat. 
18 h spater wurden die Zellen zweimal mit 
DEM-Medixim ohne Serum gewaschen und in diesem Medium 
(5 ml) 5 h lang bei 37**C bebrutet. Daraufhin wurden die 
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£i5sungen der gpl20-'pL/pRSVL Komplexe den Zellen 
belgegeben. Nach 4 Stiinden wurde eln glelches Voltunen 
DME -Medium (Dulbecco*s modified Eagle's Medium) mlt 
elnem Gehalt von 10 % fdtalem K&lberserum zu Jeder 
Probe gegeben. Nach 24 Stunden wurden die Zellen 
geemtet^ Extrakte hergestrelll: und Allguots 
entsprechend glelchem Protelngehalt (ca. 1/5 des 
Gesamtmaterlals ) wle In den vorlgen Belsplelen auf 
Luciferaseaktivitat untersucht. Die in Fig, 8 
angegebenen Werte entsprechen der Luciferaseaktivitdt 
von 6 X 105 Zellen. Es wurde £es1:gestell1:, daB die 
Aktivitat der gpl20-pL Kon jugate vom Verbal tnis der 
Komponenten abhSLngt, wobei gr56ere Aktivitat bei den 
Konjugaten mit niedrigem gpl20 : Polylysin-VerhSltniis 
(Fraktion C, Spuren 5 und 6) und eine sehr geringe oder 
keine Aktivitat bei der Fraktion mit einem hohen 
gpl20 : Polylysin-Verhaitnis (Fraktion A, 
Spuren 1 und 2) festgestellt wurde. 

Beispiel 11 

Diejenigen gpl20-pL Konjugate, die im Beispiel 10 
schlechte Ergebnisse bei der Transfektion gezeigt 
hatten (Fraktionen A und B) wurden daraufhin 
untersucht, ob ein Zusatz von freiem Polylysin die 
DNA-Aufnahme verbessem kann* Es wurden 6 ]ig DNA und 
12 ]ig Konjugat verwendet, wobei dem Konjugat Jewells 
vor der Komplexierung mit DNA 1 oder 3 ]ig Polylysin240 
zugesetzt wurden. Ubereinstimmend mit den ftir die 
Transferrin-Kon jugate erhaltenen Ergebnissen wurde eine 
Starke Zunahme der Luciferase-Aktivitat (260-fach oder 
5,2-fach) beobachtet (Fig, 9). 
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Beisplel 12 

A) Synthese von NS-Undecyl-Polylysin (pL200-Cll) 

Das Trifluoracetatsalz von Polylysin mit einer 

durchschnitrtlichen KettenlSnge von 

200 Lysinmonomeren pL200 wiirde hergestellt, indem 

42 mg pL200 (Hydrobromidsalz, Sigma) in 1 ml 

0.5 % wasseriger TrifluoressigsSure gelOst, 

0.2 ml 0.3 M wassrigem N-Ethyldiisopropylamin/TFA 

Puffer (pH 8) zugefiigt wurde xind mit 0.5 % wSsseriger 

Trifluoressigsaure iiber eine Sephadex G25 Sdule 

(170 X 14 mm) filtxiert wurde. Die gesammelte 

Prodijktfraktion (Ninhydrinassay) wurde lyophilisiert 

und ergab 44 mg (91 %) pL200 (TFA-Salz). Zu einer 

Losung von 22 mg (0.48 pmol) dieses Seizes in 

3.5 ml Dioxan/Wasser (4/1) wurde bei Raumtemperatur 

eine L6sung von 4.1 mg (24 pmol) Undecanal (Sigma) in 

50 pi Dioxan (Merck, z.A. Qualitat, vor Verwendung 

frisch destilliert ) . AnschlieBend wurden zwei Portionen 

zu 12 mg Natriumcyanoborhydrid in einem Abstand von 4 h 

zugefugt. Die Reaktionsmischung wurde bei 

Raumtemperatur 5 Tage stehen gelassen. AnschlieBend 

wurden 200 pi Essigsaxire zugefiigt und das Losxmgsmittel 

im Vakuum abgedampft. Der RUckstand wurde in 

1.2 ml Wasser/Essigsaure/Ethanol (65/10/25) aufgenommen 

und mit Wasser/Essigsaure/Ethanol (77/3/20) iiber 

Sephadex gelfiltriert (G25-PD10). Die Produktfraktionen 

(Ninhydrinassay) wurden lyophilisiert und ergaben 

19.7 mg pL200 (als Acetat), modifiziert mit 

ca. 50-80 Undecylgruppen pro Molekul (berechnet aus der 

Ninhydrinanalyse und NMR- Analyse ) • Die NMR- Analyse 

(iH-NMR ;D20 + 15 % Tetradeuteromethanol ) ergab 

folgende Werte: 6 (ppm): 4.15 - 4.4 (Lysin a-H), 

3.28 (von Deuteromethanol), 2.9 - 3.1 (Lysin e-H und 

H (C-1, Undecyl)), 1.96 (Acetat-CH3) , 
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1.1 - 2*0 ( aliphatisches CH2 von Lysin und Undecyl), 
0.7 - 0-9 (Undecyl). 

B) Zellkultur und Trans fekt Ion 

Trans fektionen wurden mlt 500.000 HepG2-Zellen 
(ATCC Nr. HB 8065; Knowles et al., 1980) in 5 ml DMEM 
plus 10 % fOtalem KSlber serum in Gegenwart von 100 pM 
Chloroquin durchgef lihrt . (Die Zellen wurden erhalten, 
indem sie trypsinisiert, mit 10 ml DMEM Medium plus 
10 % fGtalem Kaiberserum in Flaschen ausges^-t und 24 h 
lang bei 37 "C wachsen gelassen wurden. Dann wurde das 
Mediiim durch 10 ml frisches Medium ersetzt, die Zellen 
weitere 24 h bei 37 wachsen gelassen und das Medium 
mit 5 ml frisohem Medium ersetzt). 

a) Es wurden DNA/Konjugat:-Komplexe gebildet^ indem 
330 ]xl einer LGsung von 10 ]xg pRSVL in HBS mit 170 pi 
einer L5sung von 15 pg bzw. 30 ]xg (optimale Menge) von 
TfpL200 Konjugaten in HBS gemischt wurden. Die 
erhaltenen Komplexe wurden fiir den Gentransf er in die 
Zelle verwendet, wie in den vorangegangenen Beispielen 
beschrieben. Nach 4-stundiger Inkubation bei 37 
wurden die Zellen gewaschen und in frisches Medium 
uberfuhrt, bei 37 inkubiert und 18 h spSter fiir die 
Luciferasebestimmung geemtet. Aliquots der 
Zellextrakte, standardisiert auf Proteingehalt , wurden 
auf ihre Luciferaseaktivitat untersucht; die Werte, 
berechnet fUr den Gesamtextrakt, sind in Fig. lOA 
wiedergegeben . 

b) Es wurden DNA-Konjugat-Komplexe mit einem Gehalt an 
nicht kovalent gebundenen, modifizierten Polykationen 
hergestellt, indem 330 pi einer L5sung von 10 pg pRSVL 
in HBS mit 170 pi einer L5sung, enthaltend eine 
Mischung von 15 pg TfpL200-Konjugaten mit verschiedenen 
Mengen pL200-Cll in HBS gemischt wiirden. Die Komplexe 
wurden unter den oben beschriebenen Bedingungen fur den 
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Gentransfer verwendet; die Berechnung der 
Luciferasewerte erfolgte ebenfalls wie oben iind ist in 
Fig, lOB wiedergegeben (Fig- IOC zeigt als Vergleich 
die Werte, erhalten mit pL200-Cll allein). 



Beispiel 13 

A) Herstellung von Transferrin- Ethidiumdimer- 
Konjugaten (Tf-EtD) 

Eine LOsxmg von 32 mg (0.4 pmol) Transferrin (human, 
eisenfrei, Sigma) in 1 ml 100 mM Na-triumace-tat-Puffer 
pH 5 wurde auf einer Sephadex G-25 SSule gelfiltriert. 
Die erhaltenen 1.9 ml LOsung wurden auf 0*C geJcQhlt, 
worauf 80 |il 30 mM Natriumacetat-Puf fer pH 5, 
entzhaltend 1.3 mg (6 pmol) Natriiimperjodat, hinzugefUgt: 
wurden. Die Mischung wurde in einem Eisbad bei 
Dunkelhei-t 90 min stehen gelassen. Zur Entfemung der 
niedermolekularen Produkte wurde eine weitere 
Gelfiltration (Sephadex G-25, 30 mM Natriumacetat- 
Puf fer pH 5) durchgeftihrt, die eine LSsiing mit einem 
Gehalt von ca. 20 mg (0.25 pmol) oxidiertes 
Transferrin, ergab (UV- Absorption bei 280 nm und 
Ninhydrinassay; die oxidierte Form, die Aldebyde 
enthalt, ergibt im Unterschied zum nicht modifizierten 
Transferrin eine Farbreaktion mit Anisaldehyd-Reagenz : 
die Probe wird auf eine Kieselgel-Dunnschichtplatte 
getropft, getrocknet in 

p-Anisaldehyd/SchwefelsSure/Ethanol 1:1:18 getaucht, 
getrocknet, xmd erhitzt). Die Transferrinl5sung wurde 
einer LSsung, enthaltend 1 mg (1.17 pmol) Ethidium- 
Homodimer ( 5 . 5 ' -Diazadecamethylen-bis (3.8-diamino-6- 
phenyl-phenanthridium)dichlorid, di HCl, E-1169, 
Molecular Probes) in 1-2 ml Wasser hinzugeftigt. Die 
Mischung wurde in der Dunkelheit gehalten, der pH-Wert 
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der L5sung au£ 7.3 eingestellt (Zusatz von HEPES- 
Puffer). Daraufhin wurden 2 Portionen von 1 mg 
(16 pmol) Natriumcyanoborhydrld In J e 50 pi Wasser In 
4-s'ktLndigero Abstand hlnzugeftigl:. Die Reakliionsmlschung 
vmrde bei Raumtemparatur und Diinkelhelt 2 Tage 3 NSchte 
stehen gelassen und anschlleBend gelfll'trlexi: 
(Sephadex G-25 50 mM HEPES pH 7.3). Mlttels UV- 
Absorp1:lonsmessung bel 495 nm wurde fest:ges'tellt, daB 
in diesem Schritt ca. 200 pg nicht-konjugiertes 
Ethldiumdlmer zusammen mlt anderen nledermolekularen 
Subslranzen en1:femt vmrden. 

Ein Drittel der 4.1 ml LOsung, die das Konjugat 
enthlelt, wurde fiir Relnlgungsexperlment:e verwendet* 
Die verbleibenden 2/3 wurden mlt 0.6 M 
Guanidinhydrochlorid (mlt Natrlumacetat auf pH 5 
gepuffert) verdiinnt xind auf eine saule, die auf Basis 
hydrophober Wechselwirkung trennt, aufgetragen 
{ Phenyl -Sepharose CL-4B Pharmacia, 100 x 8 mm, 
ca . 4.5 ml ) . Eine schwach rosaf arbene L5sung elulerte 
Iro DurchfluB, der auch 1.5 mg Transferrin enthielt. Die 
violett geffirbten Kon jugate blieben auf der Saule und 
wurden (nach Waschen mlt 50 ml 0.6 M 

Guanidinhydrochlorid) mlt 0.6 M Guanidinhydrochlorid, 
enthaltend zuerst 2 % und anschlleBend 3 % 
Octylglucopyranosid (Sigma) elulert. Die Kon jugate 
wurden als zwel nacheinander elulerte Fraktlonen 
(7 ml und 27.5 ml) gesammelt, 3 Tage lang gegen 2 1 
200 mM Guanidinhydrochlorid dlalysiert. Daraufhin wurde 
auf dem Speedvac (Savant) auf ein Volumen von je 3 ml 
eingeengt und weitere zwel Male 2 Tage lang dlalysiert 
(2 1 25 mM HEPES pH 7.3). Diese Vorgangsweise lieferte 
(trotz Verlusten aufgrund der ausgedehnten Dialyse) 
zwel Transferrln-Ethidiximdimer-Konjugatfraktionen, 
enthaltend je 2 mg Tansferrin (Bestlmmung sowohl durch 
Nlnhydrlnassay als auch durch Blo-Rad Protein Assay); 
die beiden violett gefSrbten Fraktlonen hatt^ 
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0.42 AU (522 nm) bzw- 0.68 AU (516 nm). (Da das 
Transferrin-konjugierte Ethidiumdimer seine UV- 
Absorptxonselgenschaften geandert hatte, konnte der 
genaue Gehalt: von Ethldiumdimer In den Konjugaten nicht 
bestlmmt: werden). 

Der Einbau von Eisen wurde analog Beispiel 1 
dxirchgef lihrt . 

B) Zellkultur und Transfektion 

a) DNA/Konjugat-Komplexe wurden hergestellt, wie fttr 
TfpL-Kon jugate beschrieben, indem 330 jxl LOsiing von 

6 pg pRSVL in HBS mit 170 jil LSsung verschiedener Menge 
der Tf-EtD-Kon jugate (Konjugatfraktion 1) in HBS 
gemischt wtirden (Interkalienmg) und anschlieBend 
170 pi einer LOsung verschiedener Mengen pL90 
(Kondensation) hinzugefugt wiirden. Die erhaltenen 
Komplexe wurden fur die Transfektion von 500.000 K562 
Zellen unter Standardbedingungen verwendet; Aliquot s 
von Zellextrakten, standardisiert nach Proteingehalt, 
wurden auf Luciferaseaktivitat untersucht ( Fig. IIA). 
(Fig. IID zeigt das Ergebnis, das mit Tf-EtD-Konjugaten 
allein erzielt wurde). 

b) Komplexe mit einem (Gehalt an nicht kovalent 
gebundenen Polykationen wurden gebildet, indem zuerst 
170 ]il einer L5sung von 4 pg Tf-EtD-Konjugaten mit 
170 pi einer LOsiing verschiedener Mengen pL90 in HBS 
gemischt und anschlieBend eine L5sung von 170 pi einer 
LSsung von 6 pg pRSVL in HBS ( Interkalierung plus 
Kondensation) zugefiigt wurden. Transfektion und 
Luciferasebestimmung wurden wie oben beschrieben 
durchgefuhrt (Fig. IIB). 

c) Komplexe mit einem Gehalt an nicht kovalent 
gebundenen Polykationen wurden gebildet^ indem zuerst 
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170 ]xl einer L6sxxng von 6 \ig pRSVL in HBS mlt 170 pi 
elner LOsung verschledener Mengen pL90 ( Kondensatrion ) 
gexnlscht und anschlleBend 170 pi elner L5s\ing von 
4 pg T£-EtD-Konjugaten ( interkalierung ) zugefiigt 
vmrden. Transfektion iind Luclferasebestlnunung wurden 
wie oben beschrieben durchgeffihrt (Fig. IIC). 

Beispiel 14 

a) Herstrellung von NC-lactosyliertem Polylysln 
(pL- Lactose) 

Zu einer LOsung von 16.5 mg (0.44 pmol) . Poly(L)lysin 
mit einer durchschnittlichen Kettenldnge von 
200 Lysinmonomeren (pL200), Acetatsalz, in 0.46 ml 
100 mM Natriumacetat (pH 5.0) wurden 90 mg Lactose 
(Sigma) hinzugefUgt, die sich wdhrend 30 minUtigem 
RUhren bei 37 15s ten. wahrend die L5sung bei dieser 
Tempera tur gehalten wurde, wurden vier Portionen von Je 
3 mg Natriumcyanoborhydrid in Abstdnden von ca. 10 h 
hinzugeftigt. Die Reaktionsmischung wurde wShrend 
weiterer 21 h bei 37 •C stehengelassen. Dann wurden 
15 pi EssigsMure hinzugefiigt tind die Reaktionsmischung 
einer Gelf iltration (Sephadex G25-PD10) mit 
100 mM Natriumacetat (pH 5.0) unterworfen. Die 
Produktfraktionen (Nachweis mit Ninhydrintest und 
F^rbung mit Anisaldehyd) wurden Ober Nacht gegen 
20 mM Natriumacetat und anschlieBend gegen 
0.05 % Essigs^ure dialysiert. AbschlieBende 
Lyophilisierung ergab 26.5 mg pL200, Acetatsalz, mit 
ca- 70 % der NE-Lysin-Arainogruppen lactosyliert, wie mit 
Hilfe der Ninhydrinanalyse und NMR-Analyse gesch^tzt 
wurde. 
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iH-NMR (D20, 250 MHz, Unterdrackung des 
LSsungsmitrtelsignals ) : 

5 (ppm): 4.51 (d, J=7.2 Hz; Galaktose-IH ) , 

4.22 - 4.34 (Lysin a-H), 4.1 - 4.22 (Zucker H), 

2,9 - 4.0 (Lysin e-H und Zucker H), 1.91 (Acetat-CHa), 

1.1 - 2.0 (al±phatische Lysin-CH2)- 

b) Zellkultur und Transfektion: 

Die Transferriixfektion wurde mil: 500 000 K562 Zellen 
iind 6 txg pRSVL DNA sowie mit 18 ]xg TfpL, mit 9 \xg TfpL 
und mit 9 pg TfpL plus Zusatz verschiedener Mengen 
pL-Lactose nach Standardbedingiingen wie in den 
vorangegangenen Beispielen durchgefOhrt:, die mit dem 
Luciferase-Assay erhaltenen Aktivitaten sind in Fig. 12 
wiedergegeben (die Angabe der Licht-Einheiten bezieht 
sich auf Zellextrakt-Aliquots (ca. 15 - 20 % des 
Gesamtextrakts), standardisiert auf Proteingehalt ) . Es 
zeigt sich, daB der Zusatz von nicht-kovalent 
gebundenem Lactose-modif iziertem Polylysin in der Lage 
ist, die durch den Einsatz edlner geringeren Menge 
Konjugat erzielte Verringerung der 
Transf err inf ektionsef f izienz auszugleichen . 



Beispiel 15 

a) Herstellung von N€-maltosyliertem Polylysin 
(pL-Maltose) 

Es wurde genauso vorgegangen, wie im Beispiel 14 
beschrieben mit dem Unterschied, daB Maltose zur 
Modifizierung von Polylysin eingesetzt wurde. 
Es wurden folgende iH-NMR-Daten erhalten: 
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6 (ppm): 5, 11 (d, J=3.4Hz; Glukose-IH), 

2.95-4.4 (Lysin-H und Zucker-H), 1.91 (Acetat CH3), 

1.1-2.0 ( aliphatische CH2 von Lysin). 

b) EinfluB von pL-Maltose auf den Gentransfer 

Trans ferrinfektion von 500.000 K562-Zellen m±1: 6 pg 
pRSVL-DNA, durchgefiihrt w±e in Belspiel 14 b) 
beschrieben, ergab im Fall von komplett mlt TfpL 
gesatrtigten DNA-Komplexen (12 \xg TfpL190B) 1.01xl06 
Llchtrelnhelten an spezifischer Luclferaseaktlvi'tdt 
(ca. 20 % des Gesamtprobenextrraktes ) , mlt 
halbgesattigten DNA-Komplexen (6 pg TfpL190B) 549.000 
Lichtelnhei-ten. Durch Zusat:z von 2.5 pg pL-Maltose (6 
pg TfpL190B + 2.5 pg pL-Maltose) wurde die Effizienz 
der Transfektion auf 1,215.000 Lichteinhei^ten 
angehoben. 

Bei spiel 16 

a) Herstellung von NE-Zellobiose-modif izierlrem 
Poly lysin (pL-Zellobiose) 

Es wurde genauso vorgegangen, wie im Beispiel 14 
beschrieben mit dem Unterschied, daB Zellobiose zur 
Modifizierung von Poly lysin eingeselizt: wurde. 

b) EinfluB von pL-Zellobiose auf den Gentransfer 

Bei Transfektion von K562-Zellen unter denselben 
Bedingungen wie in Beispiel 15b) wurden durch Zusatz 
von 2 pg pL-Zellobiose (6 pg TfpL190B + 2 pg pL- 
Zellobiose) 1,160.000 Lichteinheiten erhalten. 
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Patentanspriiche 

1* Neue, mlttels Intemallslerungsfak-tor tiber 
Endozytose In hOhere eukaryotische Zellen 
aufnehmbare Komplexe, enthaltend NuklelnsSure, 
komplexiert roit elnexn Intemallslerungsfaktor- 
Verbindungsfaktor-Konjugat, dadurch 
gekennzelchnet, daB sle zusai:zl±ch elne oder 
mehrere Nukleins^ure-afflne Substanzen, die 
gegebenenfalls identlsch slnd mit dem 
Verblndungsfaktor, In nlchtr-kovalent gebundener 
Form derart enthalten, daB die dxirch das Konjugat 
erzielte Intemallsierung und/oder Expression der 
NukleinsSure gesteigert wird. 

2. Komplexe nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnel:, 
daB der Intemalisierungsfaktor ein Ligand Oder 
ein Fragment davon ist, der iiber Rezeptor- 
vermitrtelte Endozytose in die Zelle aufgenommen 
wird. 

3. Komplexe nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Intemalisierungsfaktor Transferrin ist. 

4. Komplexe nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Intemalisierungsfaktor ein Ligand mit der 
Fahigkeit ist, an ein Oberfldchenantigen der 
Zielzellen zu binden. 

5. Komplexe nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Ligand an CD4 bindet. 

6. Komplexe nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Intemalisierungsfaktor ein anti-CD4- 
AntikSrper ist. 
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7. Komplexe nach Anspruch 5, dadurch gekennzelchnet, 
daB der Intemalislerungsfalctor ein vlrales 
Protein ist. 

8. Komplexe nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadxirch 
gekennzeichnet, daB der Verbindungsfaktor eine 
polyka-tionische Stibstanz ist. 

9. Komplexe nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Verbindungsfaktor ein homologes Polykation 
ist. 

10* Komplexe nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Verbindungsfaktor Polylysin ist. 

11. Komplexe nach einem der Anspruche 8 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die NukleinsSure- 

af f ine Substanz ein Polykation mit der Fahigkeit 
ist, die Nukleinsaure zu kondensieren. 

12. Komplexe nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Polykation ein homologes Polykation ist. 

13. Komplexe nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Polykation Polylysin ist. 

14. Komplexe nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Verbindungsfaktor eine interkalierende 
Substanz ist. 

15- Komplexe nach einem der Anspruche 11 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure- 
af f ine Substanz mit einer hydrophilen oder 
lipophilen Gruppierung modifiziert ist. 
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Komplexe nach Anspruch 14, dadurch gekennzelchnet, 
daB die Nukleinsaure-afflne Siibstanz elne Substanz 
mlt der FShlgkelt 1st, die Nuklelnsftiire zu 
kondensleren . 

Komplexe nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsdure-af f Ine Substanz eln 
Polykation ist. 

Komplexe nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Nukleinsdure-aff ine Substanz eln homologes 
Polykation ist. 

Komplexe nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Niikleinsaure-af fine Substanz Polylysin 
ist- 

Komplexe nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Verblndungsf aktor eine Substanz mit der 
F^igkeit ist, Nukleinsdure zu kondensieren und 
daB die Nukleins^ure-af f ine Substanz eine Substanz 
ist, die eine Steigerxing der Intemalisieriang 
und/oder Expression aufgrund eines von 
Kondensation der NukleinsSure verschiedenen 
Mechanisraus bewirkt. 

Komplexe nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Verbindungsfaktor Polylysin und die nicht- 
kovalent gebundene NukleinscLure-affine Substanz 
ein Histon oder eine Mischung von Histonen ist. 

Komplexe nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleins^ure-aff ine Substanz Histon H4 
ist. 
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23- Komplexe nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Nukleinsaure-af fine Sxibstanz das Nicht- 
Histon-Protein HMGI ±st. 

24- Komplexe nach elnem der Ansprtlcdie 20 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daS der 
Intemallsierxmgsfaktor Transferrin ist. 

25. Verfahren zur Herstellung von Komplexen nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl man 
Losungen der Komponenten NukleinsSure, 
Intemalislerungsfalrtor-Verbindungsfaktor-Konjugal: 

xind Nxikleinsaure-af finer Subs-tanz mischt. 

26. Verfahren zur Herstellung von Komplexen nach einera 
der Ansprttche 8 bis 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB man Intemalisierxmgsfaktor-Verbindungsfaktor- 
Konjugat mit nicht-kovalent gebundener 
Nukleinsaure-affiner Substanz mischt und dieses 
Gemisch mit NukleinsSure vereinigt. 

27. Verfahren zur Herstellung von Komplexen nach einem 
der Anspruche 14, 16 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, daB man die NukleinsSizre mit dem 
Intemalisierungsfaktor-Verbindiingsfaktor-Konjugat 
komplexiert und diesem Komplex Nukleinsaure-af f ine 
Substanz hinzufUgt. 

28. Verfahren zum Einbringen von Nukleinsaure in 
hohere eukaryotische Zellen mittels Endozytose, 
dadurch gekennzeichnet, daB man aus einem 
Intemalisierungsfaktor-Verbindungsfaktor- 
Konjugat, NukleinsSure und einer nicht-kovalent 
gebundenen NukleinsSure-af fdlnen Substanz einen, 
vorzugsweise unter physiologischen Bedingungen 
laslichen Komplex nach einem der AnsprQche 1 bis 
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24 bildet und die Zellen mit diesem Komplex in 
BerClhrung bringt. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch 
gekennzelchnet, daB man die Zellen Bedingiingen 
aussetzt, die den Abbau der Niikleinsdure in der 
Zelle, insbesondere in Lysosomen, inhibieren. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch 
gekennzelchnet, daB man die Zellen mit Chloroguin 
behandelt . 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 28 bis 30, 
dadurch gekennzelchnet, dafi man einen Komplex 
einsetzt, in dem deir Intemalisierungsfaktor 
Transferrin ist. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch 
gekennzelchnet, dafi man die Zellen Bedingungen 
aussetzt, unter denen die Transferrin-Rezeptorzahl 
erhOht wird. 

33 » Verfahren nach Anspruch 32, dadurch 

gekennzelchnet, daB man die Zellen vor/und Oder 
gleichzeitig mit der Behandlung mit dem Komplex 
mit einer oder mehreren Substanzen behandelt, die 
eine Erh5hung der Transferrin-Rezeptorzahl 
bewirken, indem sie die H&nkonzentration in der 
Zelle senken. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch 
gekennzelchnet, daB man die Zellen mit 
Desferrioxamin behandelt. 

35. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch 
gekennzelchnet, daB sie einen Oder mehrere der in 
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den Anspruchen 1 bis 24 def inierten Komplexe mit 
einer therapeutisch wirksamen Nukleinsaure 
enthait- 

36. Phannazeutische Ztibereitung nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, daB die NiikleinsSure ein 
gen"therapeu1:isch wlrksames Gen bzw. e±n 
Genabschnltt ist. 

37. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure ein 
Antisenseoligoniikleotid ist Oder ein solches 
enthait. 

38- Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 35, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure ein 
Ribozym oder ein daftir kodierendes Gen ist bzw. 
ein solches enthSlt. 

39. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 35, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure ein 
Genkonstrukt ist, das einen Abschnitt enthSlt, von 
dem Zellfunktionen spezifisch inhibierende RNA- 
Molekiile transkribierbar sind. 
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Fig- IB 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4 
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Fig. 5 
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Fig. 6 



2xio5-r 




ERSATZBLA7T 



wo 92/13570 



PCr/EP92/00217 



8/13 



Fig. 7 
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Fig. 8 



70000 



c 

4) 
+> 
•H 
O 



O 
•P 

o 




£pnjugat : DNA 

gp120-pLy3l20 
JOonj ugat 



ERSATZBLATT 



wo 92/13570 



PCT/EP92/00217 



10/13 



Fig. 9 
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Fig. 10 
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Fig. 11 
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Fig. 12 
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